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1. Rövidítések jegyzéke és a dokkolt ligandumok szerkezeti képlete 
AcrB: multidrug rezisztenciáért felel s pumpa az Escherichia coli baktériumból 
AEDS: antiepileptikumok (AntiEpileptic DrugS)  
ApcT: Na+ ion-független aminosav transzporter a Methanocaldococcus jannaschii 
baktériumból 
ATP: adenozin-trifoszfát 
B0: Na+ ion-függ  semleges aminosav transzporter 
B0+: Na+ ion- és Cl- ion-függ  semleges és bázikus aminosav transzporter  
BGT: betain transzporter 
C4 dikarboxilát: borostyánk sav transzporter 
CHARMM: Chemistry at Harvard Molecular Mechanics 
CT-1: kreatin transzporter 1 altípus  
DAPA: (S)-2,3-diamino-propionsav 
DAT: dopamin transzporter 
EAAT-1/2/3: serkent  aminosav transzporter altípusok 
EC: extracelluláris 
EL: extracelluláris hurok 
GABA: gamma-aminovajsav 
GAT: GABA transzporter 
Glt: glutaminsav transzporter a Pyrococcus horikoshii baktériumból  
GlpT: glicerin-3-foszfát transzporter az Escherichia coli baktériumból 
Glu/GABA: Glu/GABA antiporter Lactococcus lactis baktériumból 
GluR: glutaminsav receptor 
GLYT-1/2: glicin transzporter altípusok 
GOLD: ligandum dokkolási eljárás genetikus algoritmussal (Genetic Optimisation of 
Ligand Docking) 
HeLa sejtek: fehérjexpresszióhoz használt rákos, halhatatlan („immortalizált”) sejtvonal 
hGAT-1: humán GABA transzporter, 1. altípus 
hGAT-2: humán GABA transzporter, 2. altípus 
hGAT-3: humán GABA transzporter, 3. altípus 
HEPES: N-(2-hydroxietil)piperazin-N’-2-etánsulfonsav 
HEPES puffer: 145 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 10 mM glükóz, 20 
mM HEPES vizes oldata; pH=7,5: 0.1 N NaOH oldattal állítva 
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hHEPES puffer: 1 mM fenilmetilszulfonil-fluorid, 0,01 mg/ml aprotinin, 0,005 mg/ml 
leupeptin, 0,005 mg/ml antipain, 0,005 mg/ml pepstatin A, 0,02 mg/ml butil-hidroxitoluol, 
1 mM ATP, 320 mM szacharóz, 10 mM HEPES vizes oldata; pH=7,5: 0.1 N NaOH 
oldattal állítva 
IC: intracelluláris 
IL: intracelluláris hurok 
LacY: laktóz permeáz az Escherichia coli baktériumból 
LeuT: leucin-transzporter az Aquifex aeolicus baktériumból 
Mhp1: benzil-hidantoin transzporter a Microbacterium liquefaciens baktériumból 
NET: norepinefrin (noradrenalin) transzporter 
NMR: mágneses magrezonancia  
NNC-711: 1,2,5,6-tetrahidro-1-[2-[[(difenilmetilén)amino]oxi]etil]-3-piridinkarbonsav 
NOE: nukleáris Overhauser effektus 
NTT4, NTT5, NTT73: Na+ ion és Cl- ion-függ  neurotranszmitter transzporter altípusok 
ismeretlen szubsztrát preferenciával. 
PDB: Protein Data Bank fehérjeszerkezeti adatbázis 
PROT: prolin transzporter  
RMS: eltérések négyzetösszegének gyöke osztva a tagok (atomok) számával 
SASA: oldószer által elérhet  felület (Solvent Accessible Surface Area) 
SERT: szerotonin transzporter 
SLC6: oldott molekulát szállító transzporterek 6. családja 
TAUT: taurin transzporter 
THPO: 4,5,6,7-tetrahidroizoxazolo[4,5-c]piridin-3-ol  
TM: transzmembrán hélix 
NNC-711: 1,2,5,6-tetrahidro-1-[2-[[(difenilmetilén)amino]oxi]etil]-3-piridinkarbonsav 
XTRP2 és XTRP3: Na+ ion és Cl- ion-függ  neurotranszmitter transzporter altípusok 
ismeretlen szubsztrát preferenciával. 








2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 
 
2.1. A GABA transzporter  
Az agy legf bb gátló neurotranszmittere a γ-aminovajsav (Gamma-AminoButyric Acid, 
GABA) (összefoglaló: Bowery és Smart, 2006). Az idegi aktivitás során felszabaduló 
GABA-t a neuronális GAT-1 és a gliális GAT-2 vagy GAT-3 transzporter altípusok veszik 
vissza (összefoglalók: Borden, 1996; Conti és mtsai., 2004; Héja és mtsai., 2006) (1. ábra). 
A GABA visszavétele a koncentráció-grádiens ellenében végzett kémiai munka (De Weer, 
1999; Richerson és Wu, 2003), melynek hajtóereje a csatolt Na+ ion transzport (szimport). 
A szimport során a Na+ ion az extra- (EC) és intracelluláris tér (IC) között fennálló 





1. ábra. Az idegi GABA transzporterek (Héja és mtsai., 2006 nyomán). A rajzolt 
transzporterek mérete arányos a kapacitásukkal.  
 
A GAT fehérjék az oldott anyagokat Na+ ion- és Cl- ion-függ  módon szállító 
transzporterek SLC6 (Solute Carrier 6) családjába tartoznak (Busch és Saier, 2002; Chen 
és mtsai., 2004; Saier és mtsai., 2009). A Na+ és Cl- ionokkal csatolt GABA felvétel 
sztöchiometriája transzport ciklusonként 2Na+:1Cl-:1GABA (Gonzales és mtsai., 2007; 
Hilgemann és Lu, 1999). A GABA transzport pusztán a Na+ ionok mozgása révén 
elektrogén (Loo és mtsai., 2000): a Cl- ion nem járul hozzá a szállított nettó töltéshez 
(Bicho és Grewer, 2005).  Az elektrogén neurotranszmitter-Na+ ion szimportot a csatolt, 
(Na+/K+)-ATPáz által a Na+ ion kipumpálásába befektetett munka tartja fenn (Keynan és 
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Kanner, 1988; Mabjeesh és Kanner, 1989; Mitchell, 1957; Mitchell, 1979). Ezért a GABA 
transzportereket az elektrokémiai potenciál-vezérelt (másodlagos) transzporterek 
szupercsaládjába soroljuk (Keynan és Kanner, 1988) (2. ábra).  
 
2.2. A GABA transzporterek, mint gyógyszercélpontok  
Az SLC6 család tagjai, köztük a monoamin (dopamin, DAT; szerotonin, SERT; 
norepinefrin, NET) és a GAT-1 transzporter, sorrendben az antidepresszánsok és az 
antiepileptikumok (AEDS: AntiEpileptic DrugS) célfehérjéi (Beuming és mtsai., 2008; 
Czapinski és mtsai., 2005; Gether és mtsai., 2006; Krogsgaard-Larsen és mtsai., 2000; 
Meldrum és Rogawski, 2007). GAT-1 altípusra irányuló sikeres tervezés vezetett el az 
antiepileptikum tiagabin (Gabitril™) kereskedelmi forgalmazásához (összefoglalók: Héja és 
mtsai., 2006; Peltola és mtsai., 2008; Schousboe és mtsai., 2004). Mindazonáltal, a tiagabin 
számos mellékhatással is rendelkezik, például szédülést és remegést is okozhat (Foster és 
Kemp, 2006). A tiagabin a betegek négy százalékában depressziót vált ki (Bauer és 
Cooper-Mahkorn, 2008; Mula és Sander, 2007), bár ez valószín leg összefügg a 
depressziós állapotban megfigyelt, csökkent hGAT-1 expresszióval is (Zink és mtsai., 
2009). Fázis II klinikai vizsgálatokat indítottak a szorongás, neuropátiás fájdalom és 
álmatlanság kezelésére irányuló tiagabin hatás felderítésére is (Foster és Kemp, 2006). Az 
epilepsziás betegek 20-30 százalékát nem lehet kezelni az AEDS csoportba jelenleg tartozó 
gyógyszerekkel (Beleza, 2009). Az AEDS hatástalansága valamint a mellékhatások 
fellépése „originális gyógyszer” kampányokat ösztönöztek - a gliális GAT altípusokat is 
felölel  (összefoglalók: Héja és mtsai., 2006; Hog és mtsai., 2006; Madsen és mtsai., 
2009), - új célpontokat keres  új stratégiák kifejlesztésére (összefoglaló: Schmidt és 
Löscher, 2009). A gliális GAT altípusok megnövelt expressziója akár új stratégiát is 
jelenthet az epilepszia elleni küzdelemben a serkent  neurotranszmitter glutaminsav 
(Madsen és mtsai., 2009) és a GABA gliális transzporterei által közvetített cserefolyamata 
révén (Héja és mtsai., 2009).  
Az Aquifex aeolicus baktériumból származó zárt állapotú leucin transzporter (LeuT) 
nagyfelbontású kristályszerkezetének megismerése (Yamashita és mtsai., 2005) 
felgyorsította az SLC6 családba tartozó gyógyszercélpontok keresését (Celik és mtsai., 
2008; Gether és mtsai., 2006; Indarte és mtsai., 2008; Palló és mtsai., 2007; Palló és mtsai., 
2009; Singh és mtsai., 2007; Xhaard és mtsai., 2008; Wein és Wanner, 2010; Zhou és 
mtsai., 2007; Zhou és mtsai., 2009). Doktori értekezésemben számot adok a LeuT 
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szerkezeten alapuló humán GAT (hGAT) altípusok GABA-t komplexáló, zárt állapotú 
homológia modelljeinek elkészítésér l és az ebb l kiinduló transzporter altípus-specifikus 
funkciók el rejelzésére irányuló különböz  megközelítésekr l. 
 
2.4. A zárt állapotú bakteriális leucin transzporter szerkezete 
Az oldott anyag transzporterek membránfehérjék, amelyek a növény- és állatvilágban 
elterjedten fordulnak el  (Sobczak és Lolkema, 2005). Funkció, energia-szükséglet és -
ellátás szempontjából öt szupercsaládba sorolhatóak: 1. csatornák és pórusok, 2. 
elektrokémiai potenciál-vezérelt transzporterek, 3. els dleges aktív transzporterek, 4. 
csoport-transzlokátorok és 5. transzmembrán elektron-hordozók (Busch és Saier, 2002). A 
2. ábra bemutatja, hogy a hGAT-1 és a LeuT homológ fehérjék, amelyek az elektrokémiai 
potenciál-vezérelt transzporter szupercsaládba tartoznak (Busch és Saier, 2002).   
Noha a fehérjék több mint negyede membránba ágyazott, meglehet sen kevés 
szerkezeti adat áll rendelkezésünkre róluk (Carpenter és mtsai., 2008), bár a szerkezetek 
száma és aránya fokozatosan növekszik a Protein Data Bank (PDB) adatbázisban (Oberai 
és mtsai., 2006). Egy eml sállat fehérjéjéb l atomi felbontású és a megfelel  
feltekeredettséget tükröz  kristályszerkezet el állítása a mai napig is kihívás (Armstrong és 
mtsai., 1998; Johansson és mtsai., 2009; Kawate és Gouaux, 2006; Lacapere és mtsai., 
2007). A kristályosítás problémái valamivel kisebbek a termofil baktériumokból származó 
ortológ fehérjék estén. Ezek a fehérjék magas h mérsékleten is funkcionálisak, mivel 
szerkezetük ekkor is stabil az átlagosnál több bels  kölcsönhatásnak köszönhet en (Trivedi 
és mtsai., 2006).  
Az els ként meghatározott szerkezet  másodlagos transzporter az Escherichia coli 
multidrug effluxot biztosító pumpájáé volt (Murakami és mtsai., 2002). Ez a fehérje a 
humán ABC transzporterek egy bakteriális ortológja (2. ábra), amely korábban 
kiindulásként szolgált egy DAT homológia modell elkészítéséhez (Ravna és mtsai., 2006). 
A két els  megjelent porter kristályszerkezete az Escherichia coli laktóz permeáz 
(Abramson és mtsai., 2003) és glicerin-3-foszfát transzporter (Huang és mtsai., 2003) 
fehérjéihez tartozott. Ezután a humán serkent  aminosav transzporter bakteriális ortológját, 
a Pyroccocus horikoshii baktérium Na+ ion-függ  aszparaginsav transzporterét 
kristályosították (Yernool és mtsai., 2004). Ezt követte az Aquifex aeolicus termofil 
baktériumból származó LeuT 1,65 Å felbontású kristályszerkezetének meghatározása 
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(Yamashita és mtsai., 2005), ez a fehérje a humán GAT és a monoamin transzporterek 




2. ábra. A f  gátló és serkent  neurotranszmitterek, neuromodulátorok és metabolitok 
transzportereinek filogenetikus fája. Az egyes ágak hossza arányos a fehérjék szekvenciális 
közelségével. Fekete bet kkel tüntettük fel a humán eredet  fehérjéket, fehérekkel a 
bakteriálisakat. Az ’a’ ábra fehérjéi: EAAT-1/2/3: serkent  aminosav transzporter altípusok, 
GAT-1: neuronális GABA transzporter, SERT: szerotonin transzporter, LeuT: leucin 
transzporter (forrás: Aquifex aeolicus), Glt: glutaminsav transzporter (Pyrococcus 
horikoshii), LacY: laktóz permeáz (Escherichia coli), GlpT: glicerin-3-foszfát transzporter 
(Escherichia coli), AcrB: multidrug rezisztenciáért felel s pumpa (Escherichia coli), ApcT: 
nátrium-független aminosav transzporter (Methanocaldococcus jannaschii), Mhp1: benzil-
hidantoin transzporter (Microbacterium liquefaciens), vSGLT: nátrium/galaktóz szimporter 
(Vibrio parahaemolyticus), a Glu/GABA antiporter (Lactococcus lactis) és C4 
dikarboxilát/borostyánk sav transzporter.  
A ’b’ ábrán látható fehérjék: LeuT: Leu transzporter az Aquifex aeolicus baktériumból; 
GAT-1: neuronális GABA transzporter; GAT-2/3: gliális GABA transzporterek, BGT: 
betain transzporter, CT-1: kreatin transzporter 1 altípus, TAUT: taurin transzporter, NET: 
noradrenalin transporter, DAT: dopamin transzporter, SERT: szerotonin transzporter, 
GLYT-1/2: glicin transzporter altípusok; PROT: prolin transzporter; B0: nátrium-függ  
semleges aminosav transzporter; B0+: nátrium- és klorid-függ  semleges és bázikus 
aminosav transzporter; NTT4, NTT5, NTT73, XTRP2 és XTRP3: Na+ ion és Cl- ion-függ  
neurotranszmitter transzporter altípusok ismeretlen szubsztrát preferenciával. A filogenetikus 
fa a ClustalW (Myers és Miller, 1988), a phylogeny.fr szerver (Dereeper és mtsai., 2008) és 





3. ábra. A LeuT másodlagos szerkezeti elemeit tükröz  sematikus ábra (Yamashita és mtsai., 2005 
alapján). A téglalapokba írt számok a hélixek sorszámai, EL: extracelluláris hurok, IL: 
intracelluláris hurok, L: Leu, a kék körök a Na+ ionokat jelzik. A szimmetrikus doméneket a nagy 
háromszögek emelik ki. 
 
A leucinnal kristályosított LeuT szubsztrát kötött, zárt (occluded) állapotot vett fel 
(Yamashita és mtsai., 2005). Ekkor a transzporter sem az EC, sem az IC tér felé nem 
nyitott. A LeuT 12 transzmembrán (TM) hélixb l áll (3. ábra), és hasonlóan a 
gyógyszereket kipumpáló („multidrug”) transzporterhez, bels  szimmetriával rendelkezik 
(Murakami és mtsai., 2002). A TM1-TM5 és a TM6-TM10 alkotta doméneket egy 
membrán síkjára mer leges tengely mentén forgatva és tükrözve, pszeudo-kétfogású 
szimmetriával hozhatjuk egymással fedésbe (Yamashita és mtsai., 2005). Ez a szimmetria 
a transzporter funkcióhoz általánosan kapcsolt jelenség, egyéb Na+ ion szimporterek, 
például a vSGLT és az Mhp1 transzporterek (2. ábra) kristályszerkezetében is 
megfigyelhet  (Abramson és Wright, 2009; White, 2009). A 12 hélixb l kett  (TM1 és 
TM6) egy-egy törést tartalmaz a membrán közepén, itt a hélixek letekeredtek (4. ábra). 
Ezek a szakaszok jelent sen hozzájárulnak a transzporter flexibilitásához (Krishnamurthy 








4. ábra. A LeuT szerkezete. A TM1, TM6, TM3 és TM8 transzmembrán hélixek színezése a 
3. ábráéval azonos. Az ábra a leucin ligandumot feketével, a Na+ ionokat lila színnel mutatja. 
 
 A LeuT szubsztrát köt zsebe a két megtört hélix között található, közel a két Na+ 
ion köt helyhez (Yamashita és mtsai., 2005) (5. ábra). Az egyik Na+ ion, a Na+(1), amely a 
szubsztrát köt désében is részt vesz, er s elektrosztatikus kölcsönhatásban van a leucin 
karboxil-csoportjával (Yamashita és mtsai., 2005). A másik Na+ ion, a Na+(2), 6 Å 
távolságra esik a leucin α-szénatomjától. Szabadenergia számítások alapján a Na+(1) ion 
köt dése a transzporterhez lényegesen er sebb a szubsztrát jelenlétében, míg a Na+(2) ion 
köt dését ez a tényez  alig befolyásolja (Noskov és Roux, 2008). Ebb l arra 
következtettek, hogy a Na+(2) ion szerepe els sorban a köt zseb stabilizálása (Caplan és 
mtsai., 2008; Noskov és Roux, 2008). Ezt alátámasztja a LeuT szerkezeten végzett 
vizsgálat is (Kardos és mtsai, közlésre beküldve): a Na+(2) iont köt  aminosavak 80 
százaléka stabilitási centrum (Dosztányi et al., 1997), de a Na+(1) iont koordináló 
aminosavak egyike sem az. Savas és bázisos valamint aromás oldalláncú aminosavak a 
köt zseben keresztül összefügg  hálózatot alkotnak a molekula tengelye mentén, ezek az 
extra- és intracelluláris kapuk (Yamashita és mtsai., 2005) (5. ábra). A kapuk 
kialakításában is fontos szerepet játszanak a megtört hélixek, a TM1 hélix egy-egy arginin 
oldalláncával köt dik a fehérje második felén található egy-egy aszparaginsavhoz, a TM6 
hélix pedig aromás oldalláncokkal járul hozzá a kapuk kialakításához. A kapukat alkotó 
aminosavak a velük ellentétes doménen található aminosavakkal létrehozott 
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hidrogénkötések és π-π kölcsönhatások által képesek rögzíteni a flexibilis hélixet. Az EC 
kapu átfedést mutat a köt zsebet alkotó aminosavakkal, a Tyr108 (hGAT-1-ben: Tyr140) 
és a Phe253 (Phe294) mindkett ben megtalálható. A köt zseb, a Na+ ion köt helyek és a 
kapuk kialakításában egyaránt részt vesznek a szimmetrikus TM1-TM6 és TM3-TM8 
hélixek. Ezek alkotják a fehérje bels  magját, míg a többi hélix f ként állványzat gyanánt 
biztosítja a transzporter magjának konformációját a membrán amfifil környezetében 
(Krishnamurthy és mtsai., 2009). A TM1, TM3, TM6 és TM8 hélixek az Mhp1 és a 
vSGLT esetében is szerepet játszanak a szubsztrát és ion-köt helyek kialakításában 




5. ábra. Az extra- és intracelluláris kaput (a) és a ligandum köt zsebet (b) alkotó 
aminosavak. Az ábrán a LeuT kristályszerkezete (Yamashita és mtsai., 2005) szürke színnel 
látható, kiemelve a TM1 (bordó), TM3 (sárga), TM6 (zöld) és a TM8 (kékkel) hélixeket (v.ö. 
3. és 4. ábra). A LeuT-hez kötött leucin ligandum feketével és a Na+ ionok lila színnel 
láthatók. Fehér bet kkel tüntetjük fel azokat az aminosavakat, amelyek szerepe vagy 
krisztallográfiai, vagy mutációs kísérletek alapján ismert, fekete bet kkel azokat az 
aminosavakat jelöltük, amelyek szerepét mindkét módszerrel alátámasztották. Mivel a 
mutációs kísérleteket a hGAT-1 transzporteren végezték, a fehérjék szekvencia homológiája 
miatt a hGAT-1 aminosavait jelzik a feliratok. A LeuT-hGAT-1 aminosav megfeleltetéshez 
Yamashita és mtsai. illesztését használtuk.  
 
A LeuT fehérjét együtt kristályosították egyéb aminosav ligandumokkal is, 
amelyek kompetitív szubsztrát inhibitorok (Singh és mtsai., 2008). A kompetitív 
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gátlószerként m köd  Trp nagy térigény  indol oldallánca nem fér be a zárt állapotú LeuT 
köt zsebébe, ezért kinyitja azt az extracelluláris tér felé. Ekkor az EL4 hurok elfordul, a 
TM1 és a TM6 hélix extracelluláris fele kinyílik, ett l a Tyr108 és Phe253 (hGAT-1-ben 
Tyr140 és Phe294) távolsága megn  (Singh és mtsai., 2008). A LeuT-Trp komplex 
segítségével a transzporter kifelé nyitott állapotára tehetünk következtetéseket 
(Krishnamurthy és mtsai., 2009; Singh és mtsai., 2008). A LeuT transzportert leucinnal és 
triciklusos antidepresszánsokkal együtt is kristályosították (Singh és mtsai., 2007; Zhou és 
mtsai., 2007). Ezekben a kristályokban a Leu foglalta el a szubsztrát köt zsebet, és nem-
kompetitív gátlószerként viselked  antidepresszáns az EC kapuhoz közeli el csarnokban 
helyezkedett el, ezáltal elfordította a funkcionálisan jelent s (Kanner, 1994) EL4 hurkot. 
Hasonló térrészt foglaltak el a LeuT kristályosításához használt detergens, az n-oktil-β-D-
glükopiranozid (Quick és mtsai., 2009) és a szertralin és fluoxetin (Prozac) nev  
antidepresszánsok molekulái (Zhou és mtsai., 2009). A zárt állapotú LeuT szerkezetén 
olyan molekuladinamikai szimulációkat végeztek, amelyekben a kötött Leu ligandumra az 
EC illetve az IC tér irányába mutató húzóer  hatott (Shi és mtsai., 2008). A számítások és 
a transzport gátlási adatok alapján javaslatot tettek a LeuT transzportciklusának teljes 
forgatókönyvére, amely magyarázattal szolgál az allosztérikus gátlásra. El ször a Na+ 
ionok  köt dnek a transzporterhez, és köt désük révén forgatják a TM1, TM3, TM6 és 
TM8 hélixeket a kristályosított kifelé nyitott transzporternek megfelel  elrendez désbe 
(Shi és mtsai., 2008). A Leu köt dése után veszi fel a transzporter a zárt állapot 
konformációját (Yamashita és mtsai., 2005), amelyet kés bb TMSout konformációnak is 
neveztek (Krishnamurthy és mtsai., 2009; Shi és mtsai., 2008). Ebben az állapotban a LeuT 
képes kötni egy második Leu molekulát is, ami kiváltja a Na+(2) ion majd a Na+(1) és a 
Leu szimultán távozását az intracelluláris térbe (Shi és mtsai., 2008).  
 
2.3. A transzport alternatív hozzáférés mechanizmusa 
Az eddig megismert kristályszerkezetek alátámasztják a transzport funkcióra korábban 
javasolt alternatív hozzáférés („alternate access”) mechanizmusát (Klingenberg, 2005; 
Yamashita és mtsai., 2005) (6. ábra). Az általános elmélet szerint a fehérje felszínei az EC 
és IC térrészek felé felváltva tárulnak fel a transzport során (Mitchell, 1957). A csatolt 
transzport a ligandum és az ion EC vagy IC tér felé nyitott transzporterhez való egymást 
segít  köt dése révén valósul meg, és a fehérje izomerizációja által nyílik fel a köt hely a 
másik térrész felé (Mitchell, 1957). Egy évtizeddel kés bb a szállított molekula köt helyét 
egy fehérje belsejében található jól meghatározott üregre módosították, amely felváltva 
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érhet  el a két térrész fel l (Jardetzky, 1966). Feltételezték, hogy a köt zseb szerkezete 
megváltozik a transzport ciklus alatt (Tanford, 1983). Az EC és IC kapuk egymáshoz 
hasonlóak (5. ábra), ez összhangban van az alternatív hozzáférés mechanizmusával 
(Yamashita és mtsai., 2005), és lehet vé teszi, hogy a transzporter fordított üzemmódban is 
m ködhessen, kibocsátva a GABA molekulát az IC térb l az EC térbe (Héja és mtsai., 




6. ábra: A LeuT kristályszerkezete alapján javasolt transzport mechanizmus (Diallinas, 2008) 
nyomán). Az els  képen a transzporter kifelé nyitott konformációban látható, készen a 
szubsztrát fogadására. Az extracelluláris kapu nyitva, és ezzel összefüggésben a megtört 
hélixek extracelluláris fele is kifelé fordul. A szubsztrát el ször a 2. számú köt helyre, az 
el csarnokba („vestibular” köt hely) köt dik. A kikristályosított LeuT-ben (Yamashita és 
mtsai., 2005) a szubsztrát a központi köt zsebben található. A fehérje átmeneti állapotban 
van, de részben nyitva az extracelluláris tér felé. Bels  átrendez déssel jut el a transzporter a 
harmadik konformerhez, ekkor továbbra is átmeneti állapotban van, de az extracelluláris 
kapu bezárult, helyette részben kinyílt az intracelluláris kapu. Végül az extracelluláris kapu 
kinyílik, és rajta keresztül a ligandum a fehérje belsejébe jut. A sematikus ábrán a Na+ ionok 
nem láthatók. 
 
A szubsztrát köt zsebe, mint korábban említettük, a transzporter 
szimmetriatengelyén, a TM1 és TM6 hélixek letekeredett szakaszai között található. A 
köt zseb elhelyezkedése és a kialakításában résztvev  letekeredett szakaszok a ligandum 
köt désével együtt járó globális szerkezeti változásokra utalnak (Rosenberg és Kanner, 
2008). A TM1 hélix letekeredett szakaszán található Tyr60 aminosavval szimmetrikus 
pozícióban, a TM6 hélix letekeredett szakaszán a Phe294 áll, amely oldallánca az 
el csarnok és a köt zseb közötti egyik csapóajtó (Shi és mtsai., 2008). A köt zseb 
konformációja azonban eltér a kifelé és a befelé nyitott transzporterben (Forrest és mtsai., 
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2008; Tanford, 1983), ami a két esetben eltér  ligandum köt dési affinitást sugall. Nagy 
affinitású (KM = 2-4 μM: Keynan és Kanner, 1988; KM= 4.3 ± 0.6 μM: Kardos és mtsai., 
1994) extracelluláris és kis affinitású (KM = 100-200 μM: Mabjeesh és Kanner, 1989) 
intracelluláris GABA transzportot valóban sikerült kimutatni rekonstituált vagy natív 
plazmamembrán vezikula frakcióban. 
 
3. CÉLKIT ZÉSEK  
A GABA és Na+ ion szimport folyamat és a transzporter fehérjék szerkezete közötti 
összefüggések feltárása. Ezen belül:  
1. Modellszerkezetek építése a neuronális és gliális, sorrendben hGAT-1 és hGAT-2/3 
humán transzporter fehérje altípusokra a bakteriális LeuT transzporter homológ 
kristályszerkezete alapján; 
2. A hGAT-1, hGAT-2 és hGAT-3 transzporter fehérje altípusok köt dési 
kölcsönhatásainak összehasonlító vizsgálata, amely magában foglalja a GABA, 
szubsztrát inhibitorok és a fehérjék közötti köt dési kölcsönhatások leírását, 
altípus-specifikus farmakofór modellek valamint a Zn2+ ion potenciális köt dési 
kölcsönhatásának a keresését; 
3. Javaslat a Na+ ion szimport molekuláris mechanizmusára a Na+(1) és Na+(2) 
fehérje- és szubsztrát köt désének szerkezeti leírása alapján. 
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4. SZÁMÍTÁSI  ÉS KÍSÉRLETI MÓDSZEREK 
 
4.1. A homológia modellek létrehozása  
A GABA transzporterek homológia modellje a Na+ ion- és Cl- ion-függ  
neurotranszmitter-transzporterek bakteriális homológjának (LeuT) zárt állapotú 
kristályszerkezetén (Yamashita és mtsai., 2005) alapult. Ez a szerkezet megtalálható a 
fehérjeszerkezeti adatbázisban (Protein Data Bank: PDB) a 2A65 kód alatt. A modellezés 
els  lépéseként a GABA transzporterek és a LeuT aminosav szekvenciáját szükséges 
egymáshoz illeszteni. Az irodalomban a humán SLC6 család tagjait többféle módon 
illesztették a LeuT szekvenciájához (Yamashita és mtsai., 2005; Beuming és mtsai., 2006). 
Az els  illesztés a LeuT kristályszerkezet alkotóitól származik és kizárólag 
kristályszerkezeti adatokra épül, míg az utóbbi egyéb kísérleti eredményeket, els sorban 
mutációs adatokat is figyelembe vesz. Mindkét illesztés alapján felépítettünk egy-egy 
hGAT-1 modellt, amelyek harmadlagos szerkezete hasonló és a GABA, Na+(1) valamint 
Na+(2) ion köt helye gyakorlatilag azonos volt. Így (Yamashita és mtsai., 2005) illesztését 
használtuk a továbbiakban, amely azonban nem tartalmazza a hGAT-2 és a hGAT-3 
szekvenciáit. Ezek szekvenciáját több lépésben illesztettük a LeuT-hez. El ször a korábban 
használt LeuT-hGAT-1 illesztést vettük, majd a gliális transzporterek aminosav 
szekvenciáját a neuronáliséhoz illesztettük, a hGAT-2-t (Christiansen és mtsai., 2007) és a 
hGAT-3-t (Beuming és mtsai., 2006) szerint. Az illesztéseket a 7. ábra mutatja. 
Az illesztések alapján a kezdeti modellek a Swiss Model nev  szabad-hozzáférés  
internetes program (Kopp és Schwede, 2004; Schwede és mtsai., 2003) segítségével 
készültek. Ez a program egy kiindulási szerkezethez (LeuT) illeszti a célfehérje (hGAT-1) 
szekvenciáját. Els  lépésben a célfehérje f láncát modellezi, a kiindulási fehérje szerkezete 
alapján. A kiindulási fehérje azokon a szakaszain használható jobban, amelyeken nagyobb 
a szekvenciális és méretbeli hasonlósága a célszerkezettel. Ezek a régiók képzik az 
építend  modell magját. Külön építi meg a program azokat a szakaszokat, amelyek a 
célfehérje szekvenciájában több (inzerció) vagy kevesebb (deléció) aminosavat 
tartalmaznak, mint a kiindulási fehérje. A Swiss Model kiszámítja a kérdéses hurok 
energiáját, a térbeli ütközéseket és a fehérje többi részével kialakítható esetleges hidrogén-
hidakat, és ezek figyelembevételével építi az optimális konformációjú hurkot a modellbe. 
A f lánc megépítése után az oldalláncok konformációjának meghatározása következik. A 
konzervált szakaszokon a kristályszerkezetben található oldalláncok koordinátáit örökli a 
modell. A többi oldalláncot a Swiss Model egy rotamer könyvtárból (Penultimate Rotamer 
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Library: Lovell és mtsai., 2000) válogatja, a szelekció során mérlegelve az oldallánc 
esetleges kölcsönhatásait a fehérje többi részével, a potenciális hidrogén- és diszulfid-
hidakat, elektrosztatikus és van der Waals kölcsönhatásokat. Az így felépített szerkezeten 
egy gyors optimálási lépést hajt végre a GROMOS96 er tér használatával. 
 
4.2. A transzporterek szerkezetének optimálása 
A GABA transzporterek modelljét a Sybyl 7.3 programcsomag (Tripos Inc., St. Louis, 
USA) segítségével optimáltuk. A Swiss Model által kiadott modell csak nehézatomokat 
tartalmaz, így kiegészítettük hidrogénatomokkal. A modell N-terminálisára egy acetil-
csoport, a C-terminálisra egy N-metil-amid-csoport került. A modellszerkezetet 
molekulamechanikai számításokkal optimáltuk, ehhez az MMFF94 er teret használtuk, 
amelyet kifejezetten fehérje-ligandum komplexek kezelésére fejlesztettek ki. A számítások 
során a fehérje atommagjait rugalmatlan gömbökként kezeljük, amelyeket a kötések, mint 
rugók kötnek össze. Az atomok a kötéshossz, a kötésszög és a torziós szög ideális 
értékeinek közelében harmonikus rezg  mozgást végeznek. A másodlagos kölcsönhatások 
közül a van der Waals kölcsönhatásokat a Lennard-Jones potenciál alapján, az 
elektrosztatikus kölcsönhatásokat a Coulomb-törvény alapján számoljuk. 
A membránba ágyazott GABA transzporterek szerkezetének optimálásához el ször 
a közeget jellemz  paraméterek közül választottuk ki a használandó értékeket. A kiindulási 
kristályszerkezethez hasonló közegben szándékoztuk modellezni a GABA 
transzportereket, így a LeuT hidrogénatomokkal kiegészített kristályszerkezetén végeztünk 
több szerkezetoptimálási számítást, és kiválasztottuk azokat a paramétereket, amelyek 
leginkább helyben hagyják az eredeti szerkezetet. A számítások során a van der Waals 
kölcsönhatások maximális hatótávolságát és a dielektromos állandót változattuk, és az 
optimált szerkezetet összehasonlítottuk a kristályszerkezettel (lsd. 1. táblázat). A kés bbi 
számolásokhoz azokat a paramétereket használtuk, amelyekkel ez a hasonlóság a 
legnagyobbnak bizonyult, tehát a van der Waals kölcsönhatások hatósugarát 8 Å értékben 
maximáltuk, és távolságfügg  dielektromos állandót használtunk. Így kis hatótávolságon 
belül, a fehérje belsejében a Coulomb kölcsönhatások olyanok, mintha apoláris lenne a 
közeg, és nagyobb távolságon belül az elektrosztatikus kölcsönhatások egyre jobban 






7. ábra. A bakteriális leucin transzporter (LeuT) és a humán GABA transzporterek 
szekvenciájának illesztése. A hGAT-1 szekvenciáját a LeuT-hez Yamashita és mtsai. (2005), 
míg a hGAT-2-t a hGAT-1-hez Beuming és mtsai. (2006), a hGAT-3 transzportert 
Christiansen és mtsai., (2007) szerint illesztettük. A TM1 a és b hélixeket piros, a TM3-t 
narancssárga, TM6 a és b hélixeket zöld, TM8-at világoskék és a TM10 hélixet sötétkék 
kerettel emeltük ki. Az EL2 hurok aminosavait citromsárga vonal keretezi. A Na+(1) és 
Na+(2) ionokat koordináló aminosavak bet jelét világos- és középkékkel, a szubsztrát köt  
aminosavakét sárga színnel festettük be. Az hGAT-1 két aminosava, az Ala61 és a Ser396 
részt vesz a szubsztrát és Na+ ion kötésében is, ezért itt a sárga- és a kék-festés átfed 
egymással. 
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1. táblázat. A szerkezet optimálás paramétereinek kiválasztása. A nemköt  kölcsönhatások 
közül azokat vettük figyelembe, amelyek maximális hatótávolsága 8 Å, a közeget 4 érték  
távolságfügg  relatív dielektromos állandóval modelleztük, ekkor volt az optimált LeuT 
szerkezet és a kristályszerkezet eltérése az RMS (Root Mean Square) minimális (ezt félkövér 
bet kkel jelöltük).  
 
RMS értékek Hatótávolság  
(Å) εr A f lánc atomjaira Minden atomra 
1 0,6503 0,9283 
2 0,6128 0,7908 
4 0,5336 0,6058 
r1 0,5986 0,7924 
r4 0,4883 0,5411 
8 
r6 0,5511 0,5968 
1 0,6714 0,9554 
2 0,5804 0,7603 
4 0,5874 0,6775 
r1 0,5759 0,7656 
r4 0,5247 0,5842 
12 
r6 0,5510 0,5978 
 
 
A transzporterek szerkezetét több lépésben optimáltuk, el ször csak a 
hidrogénatomok pozícióját engedtük változtatni, a következ  optimálási lépésben az 
oldalláncokat is elengedtük, és végül a teljes molekula energiáját minimalizáltuk. A 
szerkezetoptimálások alatt távolság megkötéssel rögzítettük a Na+(1) iont a LeuT-ben 
elfoglalthoz hasonló helyen, tehát a hGAT-1 transzporterhez például az Asn66, Asn327, 
Ser295, és Ala61 aminosavakhoz, összesen 5 ponton. A modellt végül újraoptimáltuk egy 
próbadokkolásból nyert GABA molekulával komplexálva. Az újraoptimálás esetén is 
rögzítettük a Na+(1) iont, de ekkor a GABA karboxil-csoportjának egyik oxigénatomjához 
mért távolságát is definiáltuk. Ezt a távolságot 2,1-2,6 Å között engedtük változni, mert a 
LeuT szerkezetben is ebbe az intervallumba esett a Na+(1) ion távolsága a koordináló 
fehérje-atomoktól. Ezáltal a Na+(1) iont már hat ponton rögzítettük, így visszanyerte a 
LeuT kristályszerkezetben megfigyelhet  koordinációját.  
A kapott modellszerkezetek sztereokémiáját a Procheck (Laskowski és mtsai., 
1993) program segítségével ellen riztük. Megvizsgáltuk a modellek Ramachandran 
térképét (Ramachandran és mtsai., 1963) és a fehérjéket felépít  aminosavak f láncainak 




A ligandumok dokkolási módszerét úgy optimáltuk, hogy a dokkolással el rejelzett 
illeszkedési sorrend a lehet  legjobban hasonlítson a kísérletileg mért GABA 
transzportgátlási adatokhoz. A természetes ligandum, a GABA várhatóan magasabb 
dokkolási pontszámot kap, mint például a transzportot gyengén gátló β-alanin.  
 A GABA transzporterben többféle módszerrel és programmal dokkoltunk 
szubsztrát inhibitorokat. Közös az eljárásokban, hogy a fehérje egy általunk megadott 
részét tekintik köt zsebnek, és azt alapvet en merev szerkezetként kezelik. A programok a 
kismolekula számos konformerét bemutatják a köt zsebnek, és becslést adnak a fehérje - 
ligandum köt dés során fellép  szabadentalpia-változásra. Ezt a mennyiséget a legtöbb 
program egy ligandumnak adott pontszámmal („score” értékkel) fejezi ki, amely a 
köt zsebbe való illeszkedés jóságát jelzi el re. A pontszámot az adott programra jellemz  
értékel  függvény rendeli a konformációhoz. A dokkoló programok különböz képpen 
generálják a ligandum konformereit, és a köt dés szabadentalpiáját is többféle módszerrel 
becslik.  
FlexX program a köt helyben a ligandum molekuláját szisztematikusan építi fel 
(Polgár és Keser , 2007). El ször a molekula alapfragmensét illeszti a köt zsebbe, és 
ezután ebb l kiindulva építi fel a molekulát. A ligandum felépítéséhez a gráfelméletet 
használja, az újabb és újabb csoportokat, mint egy fa ágait adja az alapfragmenshez, a 
csomópontokon értékelve a szabadentalpiát. A ligandum molekuláját sztochasztikusan 
építi fel az Autodock és GOLD program. Az el bbi a Monte Carlo algoritmust használja: a 
véletlenszer en generált konformációkat pontozza, és amelyik konformer alacsony 
pontszámot kapott, az bizonyos valószín ségi értékkel továbbjut az újabb ciklusokba 
(Polgár és Keser , 2007). A GOLD program genetikus algoritmussal választja ki a 
legjobban illeszked  ligandumokat. Az evolúció elvéhez hasonlóan a legrátermettebb 
konformerek élik túl a GOLD eljárását, ezek azok, amik a legjobban illeszkednek a 
köt helybe. Ez a tulajdonság a konformer „génjeiben” van, az atomi koordinátáiban. A 
Monte Carlo algoritmushoz hasonlóan a GOLD is létrehoz kezdetben egy véletlenszer  
ligandum populációt. Ebb l kiválaszt néhány jól illeszked , magas pontszámú konformert, 
amik tovább léphetnek a következ  ciklusba. A következ  konformer-generációt a GOLD 
az el z ek keresztezésével és mutálásával hozza létre. Az eljárás addig zajlik, amíg el nem 
ér egy el re meghatározott generáció számot (Keser , 2005). 
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Bár az értékel  függvények többféle elvileg különböz  módszerrel számolnak, 
abban közösek, hogy mindegyik kísérleti alapon nyugszik, általában fehérje - ligandum 
komplexek kristályszerkezetein. Az empirikus értékel  függvények (FlexX Score, 
Chemscore) esetén például ez úgy valósul meg, hogy a szabadentalpia változáshoz 
hozzájáruló különböz  hidrofób kölcsönhatások és a hidrogén-hidak súlyfaktorait 
határozták meg kísérleti szerkezetek alapján. A GOLD értékel  függvénye viszont er tér 
alapú, azaz molekuláris mechanikai egyenletekkel számítja ki a köt dési szabadentalpiát. 
A köt dést elektrosztatikus és van der Waals tagok összegzésével számolja a GOLD 
értékel  függvénye, és a hidrogénkötésekre külön hangsúlyt fektet (Polgár és Keser , 
2007). Mivel a GABA-analóg szubsztrát inhibitorok kisméret , de er sen poláris 
molekulák, több hidrogénkötés donorral és akceptorral, a GOLD értékel -függvény 
nagyon alkalmasnak bizonyult a köt désük leírására. 
 A FlexX (Tripos Inc, St. Louis, USA) programmal számolt DockScore, XScore, 
GoldScore, PMFScore és ChemScore, az Autodock program saját értékel  függvénye és a 
GOLD (Cambridge Cyrstallographic Data Centre Software Ltd., Cambridge, Egyesült 
Királyság) program ChemScore valamint GOLDScore értékel  függvényei közül az utóbbi 
bizonyult a legalkalmasabbnak a kísérleti adatokhoz viszonyított pontszám-sorrend 
alapján. A GOLD ezen túlmen en jól visszaadta a LeuT kristályszerkezetében található 
leucin ligandum illeszkedését is, ahogy az a 8. ábrán látható. A leucin illeszkedéseket 




8. Ábra. A kontrollként LeuT-be dokkolt leucin. Az ábrán vastag vonal mutatja a 
kristályszerkezetben megtalálható leucint (szürke szénatomokkal), és vékony vonalakkal 




 A GABA transzporterek dokkoláshoz használt köt zsebét a LeuT analógiájára 
adtuk meg, a Yamashita és mtsai., 2005 cikk alapján. Így a hGAT-1 modellbe való 
dokkoláshoz az Ala61, Leu64, Gly65, Asn66, Leu136, Tyr140, Phe294, Ser295, Gly297, 
Leu300, Asn327, Ser396 és Thr400 aminosavak definiálták a GABA köt zsebét. A gliális 
transzporterekhez a hGAT-1-hez hasonló, de némileg kib vített köt zsebet alkalmaztunk. 
A gliális transzporterek olyan aminosavait is számításba vettük, amelyek az eredeti 
köt zseb tágabb környezetéhez tartoznak, és eltérnek az egyes altípusokban. Ezek ez 
aminosavak: Tyr60(hGAT-1)/ Glu48(hGAT-2)/ Glu66(hGAT-3), Ser133/Val122/Glu140, 
Ser302,Cys296/Cys316, Cys399/Val393/Val413. El ször a 2. táblázatban található 
ligandumokat dokkoltuk a hGAT-1 transzporterbe. A dokkoláshoz az alapbeállításokat, és 
az alapértékel -függvényt, tehát a GOLD Score függvényt használtuk. Minden dokkolási 
pontszám, ami jelen munkában szerepel, három párhuzamos GOLD futtatásból származó 
összesen 30 dokkolt molekula pontszámának az átlagértéke. 
 
2. táblázat. A hGAT-1-be GOLD programmal dokkolt szubsztrátok és a glutaminsav 
pontszáma a GOLD programmal. Az IC50 értékek a specifikusan felvett [
3H]GABA 
gátlásának inhibitor koncentráció függéséb l származnak. a Nielsen és mtsai., 1990; b 




IC50 (μM) Pontszám 
homo-β-prolin 1,6 ± 0,1a  37,4 ± 0,2 
R-nipekotinsav 1,7 ± 0,4b 35,8 ± 0,2 
GABA 2,2 ± 0,1c 33,9 ± 0,7 
guvacin 4,9 ± 1,3b 33,7 ± 0,1 
S-nipekotinsav 9,9 ± 3,9b 33,3 ± 0,2 
β-prolin 48d 33,3 ± 0,3 
β-alanin 2700 ± 100e 30,6 ± 0,5 
leucin >10000c 33,8 ± 1,1 
glutaminsav >10000c 40,9 ± 1,5 
 
 
Kés bb, a dokkolás során a Na+(1) ion és a ligandum egyik karboxil-oxigénatomjának 
távolságát a 2,1-2,6 Å intervallumban rögzítettük, hasonlóan a LeuT transzporter esetében 
megfigyelt koordinációhoz (részletesebben err l az 5.1. fejezetben esik szó).  
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A köt zsebet általában merevnek kezeltük. A flexibilitás növelésének hatását a 
hGAT-1 esetében teszteltük. Dokkolásokat végeztünk olyan köt hellyel, amelyben a 
GOLD program a Tyr140 és a Ser396 oldalláncának köt dés szempontjából kedvez  
rotamerjei közül választhatott. A rotamereket a Penultimate könyvtárból vettük (Lovell és 
mtsai., 2000), és ±15° standard deviációt engedélyeztünk a χ torziós szögekben. Azonban a 
különböz  rotamerek nem változatták meg sem a GABA köt dési módját, sem a 
pontszámait, ezért a köt zsebet a továbbiakban merevként kezeltük. 
 
4.4. Molekuladinamika  
A számításokat a CHARMM programmal végeztük (Brooks és mtsai., 1983), a 
CHARMM22 kombinált fehérje-membrán er terével (MacKerell Jr. és mtsai., 1998).   
A GABA transzporter modellek és a dokkolt ligandumok nehézatomjaihoz a 
CHARMM automatikusan generálta a hidrogénatomokat. Ezután energiaminimalizálásra 
került sor a legmeredekebb esés módszerével. Ezalatt a nehézatomokat harmonikus 
megkötés tartotta eredeti helyükön (10, 50, 100 és 500 kcal/mol/Å2 rugóállandóval). Az 
így keletkezett szerkezeteket ezután megkötés nélkül is minimalizáltuk, 1000 lépésben 
Newton-Raphson módszerrel (Brooks és mtsai., 1983). A molekuladinamikai 
szimulációkat a rendszert 50 K-r l 300 K-re történ  25 ps-os h mérsékleti skálázással való 
f tése, majd 300 K h mérsékleten 35 ps id  alatti egyensúlyba hozása el zte meg.  
 Ezután a rendszeren molekuladinamikai szimulációt végeztünk, 300 K 
h mérsékleten, 10 ns ideig. A szimuláció alatt rögzítettük azoknak az atomoknak a 
helyzetét, amelyek a ligandum bármely atomjától minimum 15 Å távolságra voltak. Az 
atomi koordináták a szimuláció során fél ps id közönként kerültek mentésre további 
analízis céljából. 
A GABA-hGAT komplex esetén a szerkezet el készítése némileg különbözött a 
többiét l. A szimulációt megel zte a rendszert 50 K-r l 400 K-re való f tése, majd 50 ps 
alatt 300 K-re való h tése, és ezen a h mérsékleten való 450 ps alatti egyensúlyba hozása. 
Ezen lépések alatt a GABA atomjai, a molekuladinamikai szimulációk során a GABA 
atomjaitól 20 Å-nél távolabbi atomok rögzítve maradtak.  
A Zn2+ ionnal végzett szimulációk során az oldószer által elérhet  felületen (SASA: 
Solvent Accessible Surface Area) alapuló oldódási modell használtunk, a CHARMM 
programba beépített SASA modult (Ferrara és mtsai., 2002). A komplex 10 ns ideig tartó 
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300 K h mérsékleten való mozgását szimuláltuk. A szimuláció alatt a fehérjék 
extracelluláris térre es  régiója szabadon mozgott, a membránba ágyazott és az 
intracelluláris rész rögzítve maradt. A membrán helyzetét a TMDET (Tusnády és mtsai., 
2005) szerver segítségével határoztuk meg, így a hGAT-2 esetén a Leu512, a hGAT-3 
esetén a Gly550 alfa-szénatomjának síkjába esett a membrán.  
Az ábrák a Pymol programmal (DeLano, 2002) készültek. 
 
4.5. [3H]GABA felvétel mérése 
A [3H]GABA felvétel meghatározásához 4-6 hetes hím Wistar patkányok agykérgét 
használtuk, amelyekb l natív plazmamembrán vezikula frakciót preparáltunk (Héja és 
mtsai., 2004). A patkányok agyát eltávolítottuk, majd az agykérget 2-3 mm-es kockákra 
daraboltuk. A darabokat 2*15 ml homogenizáló HEPES (hHEPES) pufferben késes 
ultrahangos homogenizálóval 5 másodpercig 20000 min-1 fordulatszámon homogenizáltuk. 
A hHEPES puffer 1 mM fenilmetilszulfonil-fluoridot, 0,01 mg/ml aprotinint, 0,005 mg/ml 
leupeptint, 0,005 mg/ml antipaint, 0,005 mg/ml pepstatin A-t, 0,02 mg/ml butil-
hidroxitoluolt, 1 mM ATP-t, 320 mM szacharózt, 10 mM HEPES-t tartalmaz, a pufferoldat 
pH-ját 7,5-re állítjuk be. 
Az így kapott homogenátumhoz 2x15 ml HEPES puffert adtunk, majd az elegyet 4 
percig jégen kevertettük. A HEPES puffer 145 mM NaCl-ot, 5 mM KCl-ot, 1 mM CaCl2-
ot, 1 mM MgCl2-ot, 10 mM glükózt és 20 mM HEPES-t tartalmaz, a pufferoldat pH-ját 
szintén 7,5-re állítjuk be. Ezt követ en 270 g gyorsulással 4 percig centrifugáltuk. A 
felülúszót 20 percig ülepítettük (6500 g), majd az üledéket kézzel 30 ml HEPES pufferben 
homogenizáltuk. A szuszpenziót 15 percig tartó centrifugálás (3500 g) után 15 ml HEPES 
pufferben homogenizáltuk. Az így kapott natív plazmamembrán vezikula frakció számos 
membránvezikulát, kevés lef z dött idegvégz dést (szinaptoszómát) és szabad 
mitokondriumot tartalmaz (Kardos és mtsai., 1994). 
A [3H]GABA felvételi kísérletek a következ képpen zajlottak (Héja és mtsai., 
2004): a natív plazmamembrán vezikula frakciót HEPES pufferben el inkubáltuk a 
vizsgálandó vegyülettel 30 °C-on 10 percig. Az oldathoz a gliális tanszporterekre 
vonatkozó vizsgálatok esetén 100 M szelektív hGAT-1 inhibitor 1,2,5,6-tetrahidro-1-[2-
[[(difenilmetilén)amino]oxi]etil]-3-piridinkarbonsavat (NNC-711) adtunk. Az el inkubált 
duplikált szuszpenziókat [3H]GABA (10 nM, fajlagos aktivitás 86 Ci/mmol) és jelzetlen 
GABA (90 nM) elegyével inkubáltuk 1 percig. Az inkubálás után a mintákat üvegsz r n 
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sz rtük (Whatman GF/B), majd 4 °C-os HEPES pufferrel kétszer mostuk. A minták 
radioaktivitását HiSafe3 szcintillációs elegyben határoztuk meg folyadékszcintillációs 
detektálás segítségével (Wallac 1414 WinSpectral, Perkin-Elmer Life Sciences). Azonos 
preparátumból végzett kísérletsorozaton belül minden inkubálást kétszer ismételtünk. A 
mérések statisztikai kiértékeléshez az Origin programot használtuk. A nem-specifikus 
köt dést 1 mM guvacin jelenlétében határoztuk meg.  
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5. EREDMÉNYEK 
5.1. A neuronális hGAT-1 modell leírása 
A hGAT-1 modellt a Swiss Model segítségével Yamashita és mtsai. (2005) szekvencia-
illesztése alapján építettük fel, és a kapott szerkezetet molekulamechanikai módszerekkel 
optimáltuk. A modellt kiegészítettük a LeuT kristályszerkezetéb l származó néhány 
vízmolekulával. A szelekció szempontja az volt, hogy mennyire jól meghatározott a 
helyzetük a LeuT-ben, így az ezt kifejez  atomi mozgástényez k alapján válogattunk, 
melyek az atomok kristálybeli rezgése által okozott koordináta hibákat írják le (Harmat, 
2006). A Procheck programmal végzett ellen rzés eredménye alapján a kapott modell 
térszerkezetét leíró torziós szögek a köt hely közelében hasonlítanak a nagyfelbontású 
kristályszerkezetek alapján megállapított átlagos értékekre (Laskowski és mtsai., 1993; 
Morris és mtsai., 1992). A Ramachandran-térképen tiltott régió az, ahol a f lánc atomjai 
nagy valószín séggel ütköznek (Ramachandran és mtsai., 1963); ide a hGAT-1 
transzportert alkotó aminosavaknak kevesebb, mint egy százaléka esik, és ezek nem részei 
a köt zsebnek. 
 A hGAT-1 modell harmadlagos szerkezetét összehasonlítottuk bakteriális 
ortológjának, a LeuT fehérjének kristályszerkezetével (9. ábra). A LeuT és a hGAT-1 
extra- és intracelluláris hurkok szerkezete mutatja a legnagyobb különbségeket, mivel ezek 
szekvenciája eltér a két fehérjében. A hGAT-1 második extracelluláris hurok régiója (EL2) 
hét aminosavval hosszabb a LeuT megfelel  szakaszánál, itt különbözik legjobban 
egymástól a két fehérje harmadlagos szerkezete. Egy olyan szakasz, amelynek a 
szekvenciája a kiindulási fehérjét l nagymértékben különbözik, nehezen modellezhet  a 
Swiss Model segítségével. A kiindulási szerkezet is gyengén meghatározott ezen a 
szakaszon, a LeuT kristályszerkezetében az EL2 hurok hiányos és meglév  atomjai is nagy 
mozgástényez kkel rendelkeznek. A köt zseb és ebben a Na+ ionok köt helyének 
környezete a LeuT szerkezetének is az egyik legjobban meghatározott része (az atomi 
mozgástényez k igen kicsik). Mivel itt számos aminosav konzervált, a Swiss Model ezt a 




9. ábra. A hGAT-1 homológia modell (zöld és piros színnel) és a bakteriális LeuT 
kristályszerkezetének (világoskék) összehasonlítása (Palló és mtsai., 2007). A hGAT-1 
modell azokon a szakaszokon zöld szín , ahol a modell hasonlít a kiindulási alapként 
alkalmazott LeuT kristályszerkezetre, ilyen például a köt zseb környéke (a LeuT 
köt zsebében a Leu lila színnel látható). Piros szakaszok jelzik azokat a régiókat, ahol a 
hGAT-1 modell eltér a kiindulási kristályszerkezett l, ezek a szakaszok általában EC és IC 
hurkok.  
 
 A Na+(1) és Na+(2) ionokat azokra a konzervált köt helyeikre építettük be a hGAT-
1 modellbe, amelyeket a LeuT kristályszerkezetéb l már megismertünk. Mindkét kation 
koordinációjában részt vesz a TM1 hélix letekert szakasza, itt köti a Na+(1) iont az Asn66 
oldalláncának amid-oxigén és Ala61 aminosav oxigénatomja, a Na+(2) ion pedig az Ile62 
oxigénatomjához köt dik (v.ö. még 20. ábra). A Na+ ionokat f lánc oxigénatomok és Ser, 
Asn oldalláncok koordinálják, ami meglehet sen tipikus a fehérjékben (Harding, 2004). A 
LeuT kristályszerkezete tartalmaz egy Cl- iont, amely extracelluláris hurkok nem-
konzervált aminosavaihoz köt dik (Yamashita és mtsai., 2005), ez a köt hely nem vihet  
át a humán transzporterekre (Amara, 2007). A hGAT-1 esetében valószín leg nem is 
játszik szerepet a Cl- ion a szubsztrát köt désében, hanem a Na+(1) töltését ellensúlyozza, 
ezt a  feladatot a LeuT esetében egy glutaminsav oldallánc látja el (Forrest és mtsai., 2007; 
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Zomot és mtsai., 2007). A LeuT EC és IC kapuit alkotó aminosavak konzerváltak az SLC6 
családban, így a kristályszerkezethez nagyon hasonlóak a hGAT-1 modellben is. 
 
5.2. Szubsztrát inhibitorok köt dése a hGAT-1 köt zsebbe  
A hGAT-1 szubsztrát inhibitorokkal létrejöv  kölcsönhatásainak atomi szint  megismerése 
céljából (Palló és mtsai., 2007) dokkoltuk a transzporterbe a természetes ligandumát, a 
GABA-t, és a GABA molekulához szerkezetileg hasonló szubsztrát inhibitorokat. 
Kontrollként olyan molekulákat is dokkoltunk, amelyek nem a GAT-1 szubsztrátjai: i) a 
LeuT szubsztrát Leu-t, valamint ii) az EAAT transzporter szubsztrát glutaminsavat (2. 
ábra), amely az agy legf bb serkent  neurotranszmittere. Másrészt, olyan molekulát is 
dokkoltunk, amely nem GABA transzporter szubsztrát, hanem receptor ligandum, ezért 
várhatóan más aktív konformációval jellemezhet . A választásunk a B típusú GABA 
receptor ligandum R-baklofénre esett, annak receptor-specifikus köt dése miatt. 
Az alapbeállításokkal kapott GOLD dokkolási eredmények alapján (3. táblázat) a 
homo-β-prolin és az R-nipekotinsav, a két legkisebb IC50 értékkel rendelkez  vegyület jól 
illeszkedik a hGAT-1 köt zsebébe. Az S-nipekotinsav kisebb pontszámot kapott, mint az 
enantiomerje, tehát a hGAT-1 modell tükrözi a transzporter sztereoszelektivitását. A β-
alanin, amely a gliális transzporterek gátlószere, viszonylag kis pontszámot kapott. A 
pontszámok meglehet sen közel esnek egymáshoz, az IC50 értékek egy nagyságrendbeli 
különbsége csak mintegy 3-4 érték  pontszám-csökkenésnek felel meg. Két hamis pozitív 
találatot is kaptunk, mivel a leucin és a glutaminsav a mérések szerint még 10 mM 
koncentrációban sem gátolták a [3H]GABA felvételt, de a dokkolás alapján nagyon 
hatékony inhibitornak t nnek. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a dokkolási 












3. táblázat. A Na+(1) – szubsztrát karboxil-csoport távolság megkötés hatása a GOLD 
pontszámokra. Az IC50 értékek a specifikusan felvett [
3H]GABA gátlásának inhibitor 
koncentráció függéséb l származnak. a Nielsen és mtsai., 1990; b Ali és mtsai., 1985; c Palló 
és mtsai., 2007; d Hog és mtsai., 2006; e Kardos és mtsai., 1994.  
 
Pontszám megkötéssel 
 IC50 (μM) 
Pontszám 
megkötés nélkül TM1-TM8 állásban TM1-TM6 állásban 
homo-β-prolin 1,6 ± 0,1a 37,4 ± 0,2 43,3 ± 0,4 43,7 ± 0,3 
R-nipekotinsav 1,7 ± 0,4b 35,8 ± 0,2 39,1 ± 0,4  
GABA 2,2 ± 0,1c 33,9 ± 0,7 36,9 ± 0,6 37,1 ± 1,0 
guvacin 4,9 ± 1,3b 33,7 ± 0,1 38,4 ± 0,3  
S-nipekotinsav 9,9 ± 3,9b 33,3 ± 0,2 36,1 ± 0,3  
β-prolin 48d 33,3 ± 0,3  31,2 ± 0,4 
R-baklofén 590 ± 40c -  46,8 ± 1,7 
hipotaurin 700± 260c -  37,4 ± 0,7 
β-alanin 2700 ± 100e 30,6 ± 0,5 31,0 ± 0.8 31,3 ± 0,7 
leucin >10000c 33,8 ± 1,1  37,1 ± 1,2 
glutaminsav >10000c 40,9 ± 1,5  41,8 ± 1,5 
 
A Leu szubsztrát karboxil-csoportját a bakteriális ortológ LeuT 
kristályszerkezetében a Na+(1) ion rögzíti. Ezt az elektrosztatikus kölcsönhatást egy 
távolság megkötés segítségével a hGAT-1 dokkolások során is meg riztük. A ligandumok 
karboxil-csoportja és a Na+(1) ion között mérhet  távolságot 2,1-2,6 Å tartományban 
engedtük változni. A megkötés hatására a pontszámok általában emelkedtek, és a 
nagyságrendileg különböz  IC50 értékkel rendelkez  ligandumok pontszámai jobban 
elváltak egymástól (Palló és mtsai., 2007). Azonban azok az inhibitorok, amelyeket a 
GOLD hamisan effektív gátlószereknek jósolt, továbbra is magas pontszámmal 
rendelkeztek.  
 A probléma megoldásához szemügyre vettük a dokkolt ligandumok konformereit, 
és azok köt dését a hGAT-1 fehérjéhez (Palló és mtsai., 2007). Az alkalmazott távolsági 
megkötés hatására a dokkolt ligandumok konformációs szabadsága csökkent, így 
lehetségessé vált a konformerek osztályzása a transzporterhez való köt dés alapján. A f  





10. ábra. A GABA kétféle köt dése a hGAT-1 transzporterhez a dokkolási számítások 
alapján (Palló és mtsai., 2007). Sárga szín  szénatomokkal jelöljük a TM1-TM8 köt dés , 
szürkékkel a TM1-TM6 köt dés  GABA molekulát, és lila színnel a Na+(1) iont. A GABA 
molekulával hidrogénkötésben lév  fehérje-aminosavakat a hozzájuk rendelhet  TM 
hélixeknek megfelel en színeztük. 
 
A GABA karboxil-csoportja minden esetben a TM1 hélix letekeredett szakaszán 
található Leu64 és Gly65 peptid-szakasz -NH- csoportjaival alkot hidrogénkötéseket. A 
Leu64 és a Gly65 közel esik a Ser295-hez, így a GABA karboxil-csoportja gyakran kötést 
létesít a Ser295 hidroxil- és f lánc oxigénatomjával. A GABA amino-csoportja több, jól 
megkülönböztethet  helyen köt dik a hGAT-1 transzporterhez. Az egyik köt dési módban 
az amino-csoport a TM1 hélix letekeredett részén található Tyr60 vagy Ala61 f lánc-
oxigénjéhez köt dik. Ez a köt hely közel esik a TM8 hélixen található Ser396 
aminosavhoz, így a GABA amino-csoportja a Ser396 hidroxil-csoportjával is 
hidrogénkötést létesít. A továbbiakban ezt a köt dési módot a benne résztvev  hélixek 
alapján „TM1-TM8” köt dési módnak nevezzük. A GABA amino-csoportjának alternatív 
köt helye a TM6 hélixen Phe294 aminosavának f lánc oxigénatomja, ekkor „TM1-TM6” 
köt dési módról beszélhetünk (Palló és mtsai., 2007).  
 A dokkolt ligandumok konformerei többségükben a GABÁ-hoz hasonlóan 
karboxil-csoportjukkal a TM1 hélix letekeredett szakaszán található Leu64 illetve Gly65 
aminosavakhoz köt dnek, és az amino-csoportjukkal vagy a Tyr60/Ser396 köt helyre, 
vagy a Phe294-hez fordulnak (4. táblázat).  
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4. táblázat. A hGAT-1-be dokkolt ligandumok fehérjével alkotott hidrogénkötései. A 
táblázat mez iben a ligandumok köt d  funkciós csoportját jelezzük. 
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A leghatékonyabb inhibitorok (homo-β-prolin, guvacin, és R-nipekotinsav) közös 
jellemz je a TM1-TM8 állás el fordulása a dokkolt konformerek között. Ez arra enged 
következtetni, hogy a TM1-TM8 köt dési mód az effektív transzport inhibitorok sajátja 
(Palló és mtsai., 2007). Alátámasztja ezt az is, hogy a nagyon magas GOLD pontszámot 
kapott glutaminsav, leucin és R-baklofén dokkolt konformerei között nem fordul el  a 
TM1-TM8 köt dési mód. A TM1-TM8 köt dési mód önmagában még nem elegend  a 
transzportgátlás el rejelzéséhez, szükséges a köt zsebbe való jó illeszkedés is, amit a 
magas dokkolási pontszám fejez ki. A β-alanin például a TM1-TM8 köt dési módban is 
alacsony dokkolási pontszámot kap, mert ebben a köt dési módban sem illeszkedik be elég 
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jól a köt helyre. A TM1-TM8 köt déssel is rendelkez  szubsztrátokra érvényes a 
korreláció a dokkolási pontszám és a mért transzportgátlási adatok között (11. ábra) (Palló 




11. ábra. A hGAT-1-be dokkolt szubsztrát inhibitorok GOLD pontszámainak és az IC50 
értékeinek összehasonlítása. A transzport inhibíciós adatok patkány agykéregb l származó 
natív plazmamembrán vezikula frakcióban mért [3H]GABA felvételi méréséb l származnak 
(3. táblázat; Palló és mtsai., 2007).  
 
A hGAT-1 modell a Na+(1) és a ligandum karboxil-csoport távolságának 
megkötésével tehát alkalmas a transzportgátlás el rejelzésére. Az effektív inhibitorok a 
TM1-TM8 köt dési móddal jól illeszkednek a hGAT-1 modellbe, és nagy pontszámot 
kapnak. 
A dokkolással kapott kétféle köt dési módot molekuladinamikai szimulációkkal is 
megvizsgáltuk. A köt zseb kivételével a fehérje-ligandum komplexek atomi koordinátáit 
végig rögzítettük a számítások alatt. A szimuláció kezdeti lépéseiben (minimalizálás, f tés, 
h tés, egyensúlyba hozás) a GABA koordinátáit is rögzítettük. A köt zsebben az atomi 
pozíciók ez alatt legfeljebb 0,5 Å távolságra mozdultak el. A hGAT-1 mindkét köt dési 
módú GABA molekulával alkotott komplexén végeztünk molekuladinamikai 
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szimulációkat. A számítások eredményeképpen a GABA mindkét esetben a TM1-TM8 
köt dési módhoz hasonló helyzetbe került. A Tyr60 f lánc oxigénjének távolsága a GABA 
amino-csoportjától 2,5-3,0 Å között, a hidrogénkötés távolsági tartományán belül fluktuált, 
míg a TM6 hélix Tyr296 aminosavától 4 Å-nél távolabb került. A Ser396 aminosavval 
való hidrogénkötés a gyenge volt, és meg-megszakadt szimuláció során. A dokkolttól 
némileg eltér en köt dött a GABA a TM1-TM8 módban is, létrejött egy új hidrogénkötés 
a GABA karboxil-csoportja és a transzporter Tyr140 aminosava között. Néhány ns 
szimuláció után mindkét komplex esetében el fordult intramolekuláris hidrogén-híd a 
GABA két funkciós csoportja között. Azokban a szimulációkban, amelyek kezdeti 
lépéseiben kevesebb megkötést tettünk a GABA pozíciójára vonatkozólag, még hamarabb 
létrejött az intramolekuláris hidrogénkötés, és meg is maradt végig a szimuláció során. 
Ugyanakkor, a dokkolásban kapott kétféle Leu a molekuladinamikai szimuláció alatt 
meg rizte a TM1-TM6 és TM3-TM8 hélixeket átköt  konformereit, nem alakított ki a 
fehérjével a TM1-TM8-hoz hasonló köt dést. A kétféle köt dési módú β-alanin 
molekulákat tartalmazó komplexeken végzett szimulációk során a ligandum a Tyr60 és a 
Ser396 aminosavakhoz köt dött, azaz a TM1-TM8-hoz hasonló köt dési módot alakított 
ki.  
 
5.3. A hGAT-1 szubsztrát inhibitorok farmakofór modellje  
A dokkolás alapján kimutatható, hatékony transzport inhibitorokat jellemz  köt dési mód 
feltételezhet en bizonyos térszerkezeti jellegzetességekkel párosul, amelyekkel rendelkez  
molekulák hatékony gátlószerei lehetnek a GABA transzportnak. 
Az irodalomban több farmakofór modellt is találhatunk, amelyek a szerkezet-alapú 
gyógyszertervezést segítették. Simonyi Miklós modellszámítása (Simonyi, 1996) a GABA 
N-terminálishoz közeli τN és C-terminálishoz közeli τC torzós szöge (lsd. 12. ábra) és a 
funkciós csoportok távolsága δ(N-C) által kifeszített konformációs felszínen ábrázolja a 
GABA receptor különböz  típusain és a GABA transzporton ható molekulákat. A 
farmakofór modellhez GABA analóg molekulákat használt fel, amelyek többségében a τN 
és τC torziós szögek által meghatározott konformációs mozgást gy r s szerkezetek 
akadályozzák, és a molekulák térszerkezetét optimálta. Hog és mtsai. (2006) egymásra 
illesztettek több hatékonynak bizonyult inhibitort, amelyek különböz  gy r s szerkezettel 
rendelkeznek, így például az R-nipekotinsavat, a β-alanin analóg 4,5,6,7-
tetrahidroizoxazolo[4,5-c]piridin-3-ol-t (THPO), és a THPO hetes gy r tagszámú 
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analógját, a 5,6,7,8-tetrahidro-4H-izoxazolo[4,5-c]azepin-3-ol-t (THAO). Az illesztések 
alapján meghatározták az ideális konformációjú hGAT-1 inhibitor amino-
nitrogénatomjának és karboxil-csoportbeli szénatomjának távolságát valamint az -NH- és a 
karboxil-csoport által meghatározott sík szögét.  
A Hog és mtsai által megadott kritériumoknak megfelel en beállítottuk a GABA 
konformációját, valamint az R-homo-β-prolin, a GABA, a guvacin, az R- és S-nipekotinsav 
szubsztrát inhibitorok Simonyi Miklós által javasolt aktív konformációját összevetettük a 
hGAT-1 dokkolás során megismert konformációkkal (12. ábra; Palló és mtsai., 2007). A 
12. ábra a két torziós szög közül csak a τC szöget mutatja, mivel a τN szöget a köt dési mód 
megkülönböztetésével már figyelembe vettük. A 12. ábra bemutatja, hogy a TM1-TM6 
állású ligandumok elszórtan találhatók meg a konformációs térben. A Hog és mtsai. által 
megadott GABA konformáció valamint a Simonyi Miklós által leírt szubsztrát 
konformációk többsége és ugyanezek dokkolt TM1-TM8 módban köt d  konformációi 
behatárolnak egy farmakofór mezsgyét. Ez a tartomány 185 ± 15° τC szöggel és 4,1 ± 0,4 
Å δ(N-C) távolsággal jellemezhet . A hGAT-1 dokkolás alapján megállapítható, hogy a 
TM1-TM8 dokkolási mód és a megadott τC és δ(N-C) paraméterek által meghatározott 
konformációjú GABA származékok, bio-izosztér analógok várhatóan hatásos szubsztrát 
inhibitorok lesznek (Palló és mtsai., 2007).  
 
5.4. A gliális hGAT-2 és hGAT-3 modellek leírása 
A gliális transzportereket (Beuming és mtsai., 2006; Christiansen és mtsai.,  2007; 
Yamashita és mtsai., 2005) szekvencia illesztése segítségével a zárt állapotú LeuT 
szerkezete alapján építettük  fel a Swiss Model segítségével, és szerkezetüket optimáltuk. 
A szerkezeteket meger sítette a Ramachandran-térképük és oldalláncaik torziós szögeinek 
elemzése. A transzmembrán szakaszok globális felépítése hasonlít a LeuT és a hGAT-1 
szerkezetéhez, és a gliális transzporterek harmadlagos szerkezete is hasonlít egymáshoz 
(13. ábra; Palló és mtsai., 2009). A legnagyobb különbség a hGAT-2 és a hGAT-3 
szerkezete között az EL2 hurok szerkezetében mutatkozik. Mivel a LeuT fehérjén ennek a 
huroknak csak egy rövid szakasz felel meg, a beékelt hurkok konformációja nem 








12. ábra. hGAT-1 szubsztrát inhibitorok konformációinak jellemzése az egyik torziósszöggel 
(b) és a funkciós csoportok távolságával (c) (Simonyi, 1996) valamint a dokkolt szubsztrát 
inhibitorok konformációjának összehasonlítása korábbi farmakofór modellekkel (Hog és 
mtsai., 2006; Palló és mtsai., 2007; Simonyi, 1996). 
 
 
A gliális transzporterek szubszrát köt zsebei és a Na+ ionok köt helyei azonos 
aminosavakból állnak, és felépítésük is hasonló. A gliális transzporterek köt zsebe több 
ponton eltér a neuronálisétól a TM1 hélix letekeredett szakaszán. Az aromás Tyr60 helyén 
a gliális transzporterekben glutaminsav áll (a hGAT-2-ben Glu48, a hGAT-3-ban Glu66). 
Ennek a különbségnek a jelent ségére utal az, hogy a Tyr60 az az aminosav, amihez 





koordináló kis méret  Ala61 helyén a gliális transzporterekben egy nagyobb aminosavat, 
izoleucint találunk (Ile49 a hGAT-2-ben és Ile67 a hGAT-3-ban). 
 
 
13. ábra. Illesztett hGAT-2 (narancssárga) és hGAT-3 modellek (türkiz) (A) és a köt zsebük 
(B). A modellszerkezetek atomi szinten hasonlítanak. Az ábrán a Na+(1) ion elhelyezkedését 
narancssárga (hGAT-2) és türkíz (hGAT-3) szín  gömbbel jelezzük (Palló és mtsai., 
2009). 
 
5.5. Szubsztrát inhibitorok köt dése a hGAT-2 és hGAT-3 köt zsebekbe 
A gliális transzporterbe, hasonlóan a hGAT-1-hez, szubsztrát inhibitorokat dokkoltunk. A 
dokkolás során célul t ztük ki, hogy megvizsgáljuk, lehetséges-e ezzel a módszerrel 
megkülönböztetni egymástól a hGAT-2 és a hGAT-3 altípusokat. Ezért más ligandum 
készletet használtunk, mint a hGAT-1 esetében, olyan szubsztrátokat kerestünk, amelyek 
IC50 értéke lehet leg jól különbözik az egyes altípusokban. Jó jelöltnek t nt a DAPA (S-
2,3-diamino-propionsav), amely irodalmi adatok alapján 100 μmol koncentrációban az 




történ  GABA felvételt 46 ± 6 százalékára csökkentette (Liu és mtsai., 1993). Az egér 
GAT-3 transzportere a hGAT-2, a GAT-4 transzportere a hGAT-3 humán altípusnak felel 
meg. A DAPA a neuronális transzporteren nem gátolta jelent sen a transzportot (100 μmol 
DAPA 93 ± 6 százalékára csökkentette) (Liu és mtsai., 1993). A DAPA IC50 értékének 
meghatározása céljából transzport-gátlási kísérleteket végeztünk patkány agykéregb l 
származó plazmamembrán vezikula frakción. A kísérletek során a neuronális transzportot a 
szelektív GAT-1 inhibitor NNC-711 alkalmazásával gátoltuk. A DAPA koncentráció 
növelésének hatására bekövetkez  csökken  [3H]GABA felvételi adatok kétfázisú 
görbével voltak jobban illeszthet ek (14. ábra).  
 
14. ábra. Az (S)-2,3-diamino-propionsav (DAPA), a taurin és a β-alanin hatása a patkány 
agykérgéb l nyert plazmamembrán vezikula frakció [3H]GABA felvételére. Szelektív GAT-
1 gátlószert, 1 mM NNC-711 inhibitort alkalmaztunk, annak érdekében, hogy a 
transzportgátlást a GAT-2 és GAT-3 fehérjéken figyelhessük meg. A DAPA hatását a 
transzport gátlásara két párhuzamos folyamat ered jének tekintjük, egyenként 1,2 ± 0,1 M 
és 23,5 ± 0,8 M IC50 értékkel (R
2 = 0,998, χ2/szabadsági fokok száma = 4,7). 
Összehasonlításképpen megmutatjuk a β-alanin és a taurin hatását is [3H]GABA felvételére, 
amely az adatok alapján egyfázisú transzport folyamatnak tekinthet  és sorrendben 400 ± 8 
M illetve 33,5 ± 0,8 M IC50 értékekkel jellemezhet  (Palló és mtsai., 2009). 
 
A hatékonyabb transzportert 1,2 ± 0,1 μM IC50 érték jellemzi, ez a klónozott 





















bekövetkez  gátló hatásnak felel meg. Így a GAT-2 transzporterhez társítható a kisebb 
affinitásnak megfeleltethet  23,5 ± 0,8 μM IC50 érték. 
   
 
 
15. ábra. A szubsztrát inhibitorok hGAT-2-be (A) és hGAT-3-ba (B) való GOLD dokkolási 
pontszámainak és az IC50 értékeinek összehasonlítása. A transzport inhibíciós adatok 
klónozott sejtvonalakon mért transzportgátlási (üres szimbólumok, (Borden, 1996)) és a 
natív plazmamembrán vezikula frakción (teli szimbólumok) való méréseink eredményeib l 
származnak. Az utóbbi adatokra egyenest illesztettünk (Palló és mtsai., 2009). 
 
Az inhibitorokat a hGAT-1 transzporterre kidolgozott eljárás szerint dokkoltuk, a ligandum 
karboxil-csoportja és a Na+(1) ion távolságának megkötésével. A dokkolt ligandumok 
konformációi távolsági megkötéssel vagy anélkül sem válogathatók szét TM1-TM8 és 




gyakran kötik a dokkolt ligandumot a TM3 hélixen lév  Tyr140-nek megfelel  Tyr129 
(hGAT-2) illetve Tyr147 (hGAT-3) hidroxil-csoportjával. A DAPA szubsztrát hasonlóan 
magas GOLD pontszámot kap mindkét gliális transzporterbe dokkolva. A pontszámok vs. 
IC50 érték grafikonokra egyeneseket illesztettünk (15. ábra, Palló és mtsai., 2009). Ezek 
illeszkedése elég gyenge, úgy a hGAT-2 (R = 0,66), mint a hGAT-3 (R = 0,54) esetén. A 
gliális transzporter modellekbe való dokkolás gyakorlatilag alkalmatlan a szubsztrátok 
inhibíciójának és az altípus-szelektivitásának az el rejelzésére, ennek oka minden 
bizonnyal a köt zsebek nagy hasonlósága (lásd Diszkusszió; Palló és mtsai., 2009). 
A dokkolt GABA hGAT-2 és hGAT-3 transzporterrel alkotott komplexeit 
molekuladinamikai számításoknak vetettük alá. A szimuláció során megfigyeltük a GABA 
konformációját. A tipikus konformereket az 5. táblázatban gy jtöttük össze. A GABA 
konformációja nem különbözik jelent sen a két gliális transzporterben, ez is a köt zsebek 
hasonlóságának következménye. A szimulációk során a GABA molekulát f képp két 
konformáció jellemezte: egy félig nyújtott és egy gy r be zárt. Az el bbi konformerben a 
funkciós csoportok távolságát kifejez  karboxil-oxigén és nitrogénatomok távolsága 4,2 és 
5,6 Å között változott. Kisebb gyakorisággal a GABA egy gy r be zárt konformációt is 
felvesz, ekkor a nitrogén és karboxil-szénatom távolsága 2,8-3,9 Å. A gy r  a két GABA 
funkciós csoport összekapcsolódásával jön létre, egy intramolekuláris hidrogén-kötés zárja 
be a gy r t. A hidrogén híd pillérjeit alkotó nitrogén- és oxigénatomok távolsága a hGAT-
2 esetén 2,5-3,5 Å, hGAT-3 esetén 2,5-4,1 Å. A τN domináns értéke -60° (gauche mínusz), 
de el fordult a szimuláció során +60° (gauche plusz) és +/-180°-os torziószög is (anti-
periplanáris). A τC torziós szöggel kiegészítve a GABA konformációját a gauche-mínusz-
antiperiplanáris és a gauche-mínusz-gauche-plusz konformerek uralják. A félig-nyújtott 










5. táblázat. A leggyakoribb GABA konformációk a hGAT-2-ben és a hGAT-3-ban 
molekuladinamikai számítások után. A GABA a köt zsebben a Na+(1) ionnal 
komplexben található meg (Palló és mtsai., 2009).    
GABA a 
hGAT-2-ben N: -60° 
C: 180° 
δN-C(1): 4,0 – 5,0 Å 
δN-O1: 4,2 – 5,6 Å 
δN-O2: 4,8 – 6,0 Å 
δO1-Na+(1): 3,5 – 4,5 Å 




δN-C(1): 2,9 – 3,4 Å 
δN-O1: 2,5 – 3,5 Å 
δN-O2: 3,6 – 4,7 Å 
δO1-Na+(1): 3,5 – 4,5 Å 
δO2-Na+(1): 2,0 – 2,5 Å 
GABA a 
hGAT-3-ban N: -60° 
C: 180° 
δN-C(1): 4,0 – 5,0 Å 
δN-O1: 4,2 – 5,6 Å 
δN-O2: 4,8; 6,0 Å 
δO1-Na+(1): 3,5 – 4,5 Å 




δN-C(1): 2,8 – 3,9 Å 
δN-O1: 2,5 – 4,1 Å 
δN-O2: 2,5 – 4,7 Å  
δO1-Na+(1): 3,5 – 4,5 Å 
δO2-Na+(1): 2,0 – 2,5 Å 
 
5.6. A Zn2+ ion allosztérikus köt helye 
A Zn2+ ion neuromodulátor, a glutaminsavval együtt szabadul fel (Frederickson és Bush, 
2001). Kimutatták, hogy az alacsony agyi Zn2+ koncentráció epilepsziás rohamot válthat ki 
(Paoletti és mtsai., 2009). A Zn2+ ion altípus-szelektíven gátolja a GABA transzportot (Wu 
és mtsai., 2006), 100 μmol koncentrációban egér GAT-3 transzporteren (hGAT-2; lsd. 
Héja et al., 2006) 10 százalékkal, míg GAT-4 transzporteren (hGAT-3; lsd. Héja és mtsai., 
2006) 80 százalékkal csökkenti a [3H]GABA felvételét, a GAT-1-re nem fejt ki gátló hatást 
(Cohen-Kfir és mtsai., 2005). Mivel a gliális GABA transzporterek köt zsebei nem elég 
különböz ek ahhoz, hogy ezek alapján altípus szelektív transzportereket lehessen tervezni, 
számításba kell venni a transzporter molekulák más régióit is, amelyekhez köthet  
valamilyen szint  szelektivitás. 
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 Az említett kísérleti adatokból kiindulva, modellezéssel kerestük a Zn2+ ion 
köt helyeit a gliális GABA transzportereken. A Zn2+ ion hat egy másik humán SLC6 
fehérjén, a dopamin transzporteren (DAT) is, amelynek Zn2+ ion köt helyét mutációs 
kísérletekkel sikerült meghatározni (Loland és mtsai., 1999). Ezek alapján a Zn2+ köt hely 
kialakításában a TM8 hélix Glu396, az EL2 hurok His193 és a TM7 hélix és az EL4 hurok 
találkozásánál lév  His375 vesz részt (Loland és mtsai., 1999), amelyek a hGAT-3 
transzporter Lys384, Gln184 és Gln363 aminosavainak feleltethet k meg. Az egér GAT-
3/GAT-4 (hGAT-2/hGAT-3) kiméra fehérje akkor képes kötni a Zn2+ iont, ha a második 
fele (a 300. aminosav utáni része) a GAT-4-b l (hGAT-3-ból) származik (Cohen-Kfir és 
mtsai., 2005).  
A MetSite (Sodhi és mtsai., 2004) szerver segítségével a hGAT-3 modelljében Zn2+ 
ion köt helyet kerestünk. A program több potenciálisan köt  aminosavat jelzett, például 
számos glicint és glutaminsavat, de ezek távol estek egymástól, így kísérleti adatok híján 
elvetettük ket. A MetSite azonban a Gln363 melletti Glu362 aminosavat is potenciális 
Zn2+ ion köt helynek jelölte meg. (Autodock segítségével is próbálkoztunk Zn2+ iont 
dokkolni a gliális GABA transzporterekbe, de ezzel a programmal nem sikerült a DAT 
Zn2+ ion köt helyének megfeleltethet  TM8, TM7 és EL2 hurok közti térben Zn2+ ion 
köt helyet találni.)  
A Zn2+ köt dését molekuladinamikai szimulációkkal is megvizsgáltuk. A fentiek 
alapján a legbiztosabb kiindulási pontnak a hGAT-3 Glu362 aminosava t nt, így emellé 
került a Zn2+ kezdeti pozíciója. A hGAT-2 fehérjébe a Zn2+ iont a hGAT-3 analógiájára, a 
Glu342 aminosav mellé építtettük be. A szimuláció során a transzporterek extracelluláris 
része szabadon változhatott, amit az is indokolt, hogy az EL2 hurok a modellek legkevésbé 
meghatározott szerkezet  része. A molekuladinamikai szimulációk révén oktaéderes 
koordinációt nyert a Zn2+ ion mindkét altípusban. A transzporterek f - és oldallánc- 
oxigénatomjai közül hat darab a hGAT-2 esetén 2,0–2,2 Å távolságból, a hGAT-3 esetén 
kevésbé szimmetrikusan 1,9–2,4 Å távolságból. A hGAT-2 és a hGAT-3 Zn2+ ion 
köt helye a transzporterekben jelent sen eltér egymástól (16. ábra). A hGAT-2 
transzporterben a Zn2+ iont a TM8 hélix és az azt a TM7 hélixszel összeköt  EL4 
extracelluláris hurok találkozásánál lév  Phe338, Gln341, Glu342 és Gln343 aminosavak 
f lánc oxigénatomjai koordinálják. A koordinációban a hGAT-2 esetén részt vesznek a 
TM5 és TM6 hélixeket összeköt  EL3 EC hurokon található a Gly257 és az Ala259 
aminosavak is. A hGAT-3 modellben is részt vesz az EL4 hurok a Zn2+ ion 
koordinációjában: a Phe358, a Met359 és a Tyr361 aminosavak f lánc oxigénatomjai 
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koordinálják a Zn2+ iont. A hGAT-3 esetében, a dopaminra vonatkozó kísérleti 
eredményekkel (Loland és mtsai., 1999) összhangban, az EL2 hurok is részt vesz a 
koordinációban. A Zn2+ ion köt désében részt vesznek az EL2 hurkon található a Ser192, 
Asn190és az Tyr191 f lánc oldallánc oxigénatomjai is, utóbbi aminosav hiányzik a hGAT-




16. ábra. A hGAT-2 (a) és a hGAT-3 (b) modellezett Zn2+ köt helye. Sötétzölddel jelöltük a 
TM7 hélixhez, világoszölddel az EL3 hurokhoz és citromsárgával az EL2 hurokhoz tartozó 
aminosavakat. A Zn2+ iont koordináló aminosavak a hGAT-2 esetében EL4 hurok (Glu342 
Gln343) és a TM7 hélix extracelluláris végének (Phe338 és Gln341) találkozásánál EL3 
hurkon találhatók (Gly257 és Ala259). A hGAT-3 a TM7 hélix extracelluláris vége mellett 
(Phe358, Met359 és Tyr361) az EL2 hurok is részt vesz a cink koordinációjában (Palló és 
mtsai., 2009). 
 
Távolabbról megnézve a hGAT-2 és hGAT-3 Zn2+ ionnal alkotott komplexeinek 
szerkezetét (17. ábra), még szembet n bb az EL2 és az EL4 hurkok eltér  szerepe a 
köt désben. Az EL4 hurok egy V-alakú, visszatér  („re-entrant”) hurok. A TM7 és a TM8 
hélixek extracelluláris végeit köti össze úgy, hogy közben belép a membrán belsejébe, a 
köt zseb fölé. Az hGAT-2 EL2 hurok régiója az eredeti modellhez képest eltávolodott a 
transzmembrán szakaszoktól, míg a hGAT-3 EL2 hurok szakaszát magához húzta a 
modellezett Zn2+ ion. Az EL2 hurok szekvenciája jelent sen különbözik az egyes 
altípusokban, ahogy ezt 17. ábra alján lév  táblázat is mutatja. A tipikusan Zn2+ iont köt  
aminosavak (hisztidin, cisztein, savas oldalláncú aminosavak; Maret és Li, 2009) közül a 
legkevesebb a hGAT-1 EL2 hurok szekvenciájában fordul el , a hGAT-2 és a hGAT-3 
a b 
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EL2 régiójában többet találunk, és különbözik az elhelyezkedésük. A hurok mindhárom 








17. ábra. A Zn2+ ion modellezett köt dése a gliális transzporterek 2. extracelluláris (EL2) 
hurok régiójához. A hGAT-2 (a) és hGAT-3 transzportereket (b) 4. ábra sémája szerint 
színeztük, a Zn2+ iont fekete gömb jelzi. A Zn2+ ion és az EL2 hurok (citromsárgával) 
kölcsönhatása er sebb a hGAT-3, mint a hGAT-2 esetében. Az EL2 hurok mérete és 
szekvenciája is eltér  a GAT altípusokban. A szekvenciában a savas oldalláncú 
aminosavakat piros, a bázisosokat kék, az aromásokat szürke, a ciszteint narancssárga és a 
prolint lila bet kkel jelöltük. 
 
5.7. GABA-Na+(1) komplex konformációk  
A GABA transzporterek térszerkezetének els  optimálásai során semmilyen távolsági 
megkötést nem alkalmaztunk, és a számításokat ligandum nélküli fehérjemolekulákon 
végeztük. A Na+(1) ion az energiaminimalizálás végére a GABA köt zsebben IC irányban 
1,9 Å távolságra mozdult el, ezáltal elhagyta a kristályszerkezethez hasonló köt helyét. A  
Na+(1) ion enyhén eltávolodott a TM1 hélixt l (a Gly59-t l való távolsága 0,5 Å-mel 
csökkent), és a TM8 hélix Ser396 hidroxil-csoportjához közelebb került (4,3 Å-r l 2,2 Å 
a b 
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távolságra). A Na+(2) ion csak 0,8 Å  távolságot mozdult el, így köt helye nem változott 
jelent sen. A kés bbi térszerkezet optimálási számítások során a Na+(1) ion környez  
fehérje-atomoktól és a GABA karboxil-csoportjától mért távolságának megkötése 
meg rizte az iont eredeti pozíciójában. 
A LeuT szerkezetében a Na+(1) és a leucin karboxil-csoportjának távolsága 2,54 Å, 
amelyhez hasonló távolsági megkötés lehet vé tette a hGAT-1 transzport-gátlásra 
vonatkozó el rejelzést. A megkötés hatására az összes GABA analóg szubsztrát inhibitor 
pontszáma n tt, tehát mindegyikük jobban illeszkedett a köt zsebbe (Palló és mtsai., 
2007). 
 Távolsági megkötés nélküli dokkoláskor több esetben el fordult, hogy a GABA 
amino-csoportja fordult a Na+(1) ion felé. Egy ilyen köt dés  GABA komplexen végzett 
molekuladinamikai szimuláció során a Na+(1) ion a köt hely IC oldala felé mozdult el, és 
ezáltal újra létrejött a kontaktus a Na+(1) ion és a GABA karboxil-csoportja között. A 
Na+(1) ion ekkor a GABA karboxil-csoportja, a Ser302 (TM6) hidroxil-csoportja és a 
Tyr60 (TM1) f lánc oxigénatomja közé kerül. 
  
 
18. ábra. A GABA konformációja a Na+(1) ionnal alkotott komplexében. A komplexképzés a 
félig nyitott és az intramolekuláris hidrogén-híd által gy r be zárt GABA (5. táblázat) esetén 
is megfigyelhet  (Mayer és mtsai., 1992). 
 
A transzporter altípusok dokkolt GABA-val képzett komplexein végzett 16 ns id tartamú 
molekuladinamikai szimulációk során a köt helyt l 20 Å-nél távolabbi atomok rögzítettek 
voltak. A szimuláció során a GABA közelebbi oxigénatomjának távolsága a Na+(1) iontól 
2,0-2,5 Å, a távolabbi oxigénatomnak távolsága 4,0-4,4 Å volt. Mind a korábban 
bemutatott félig-nyújtott, mind a gy r be zárt GABA szerkezetre jellemz , hogy a fehérje 
köt zsebben komplexet képez a Na+(1) ionnal (18. ábra; Palló és mtsai., 2009). 
A gy r be zárt GABA konformerben szokatlanul közel van egymáshoz a két 
GABA funkciós csoport (1,5 Å, 18. ábra). A rövid hidrogénkötést magyarázhatja a Na+(1) 
 45 
ion hidrogénkötést er sít  hatása (Mayer és mtsai., 1992). Mayer és mtsai. kimutatták, 
hogy ponttöltés jelenlétében a rögzített távolságú (2,9 Å) vízmolekulák között a megn tt a 
víz oxigén és hidrogénatomjai közti hidrogénkötés rendje, ami szintén kötésrövidülést jelez 
(Mayer és mtsai., 1992). A kötés potenciális energia görbéjének minimuma mélyebbre 
került, és a kötéshossz ideális értéke a 2,5-3,0 Å tartomány alsó határára húzódott. A vizes 
közegben tehát a kationok Coulomb-terének hatására megrövidülnek a hidrogénkötések 





6.1. A hGAT modellek szerkezeti jellemz i 
A disszertációban részletezett, publikált eredményeket (Palló és mtsai., 2007; Palló és 
mtsai., 2009) összefoglalva megállapítható, hogy hGAT altípus modelljeink a következ  
szerkezeti jellemz ket mutatják: 
• hasonlóságot a harmadlagos szerkezetben; 
• kevés, ámde karakterisztikus eltérést a neuronális (hGAT-1: Palló és mtsai., 2007) 
versus gliális (hGAT-2 és hGAT-3: Palló és mtsai., 2009) altípusok szubsztrát 
köt zsebeit kialakító aminosavakban (19. ábra, 6. táblázat; összefoglaló: Kardos és 
mtsai., 2009, közlésre beküldve); 
• ugyanakkor azonosságot a gliális hGAT-2 és hGAT-3 altípusok szubsztrát 
köt zsebét alkotó aminosavakban (19. ábra, 6. táblázat, Palló és mtsai., 2009) - 
következésképpen a gliális altípus-szelektív szubsztrát inhibitor tervezés várhatóan 
sikertelen vállalkozás lenne (Palló és mtsai., 2009; összefoglaló: Kardos és mtsai., 
2009, közlésre beküldve);  
• eltérést a hGAT altípusokban az EL2 extracelluláris hurok aminosav-összetétele, 
Zn2+ ion-köt  képessége és mérete tekintetében, utóbbi a hGAT-1, hGAT-2 és 
hGAT-3 sorrendben növeked  (6. táblázat, Palló és mtsai., 2009, összefoglaló: 
Kardos és mtsai., 2009, közlésre beküldve).   
A vázolt szerkezeti jellemz kkel rendelkez  hGAT modellszerkezetek összhangban 
vannak a mutációs kísérletek eredményeivel. A dokkolási eredmények alapján a 
köt désben kulcsszerepet játszó hGAT-1 Tyr60 treoninra vagy glutaminsavra való cseréje 
a mutáns fehérjéket expresszáló HeLa sejtvonalon a [3H]GABA felvételét gyakorlatilag 
megszünteti (Kanner, 2003). Ez a hGAT-1 Tyr60 aminosav a gliális hGAT-2 és hGAT-3 
altípusokban glutaminsav (Glu48 ill. Glu66): a köt zsebek különböz ségének egyik eleme 
(v.ö. 5.4 fejezet). A kérdéses aminosav szerepét a szubsztrát szelektivitásban a hGAT-3 
transzporteren végzett mutációs kísérletek is meger sítették: a glutaminsavat a TauT 
hasonló helyén álló glicinjére cserélve a taurin GAT-3 transzporteren mérhet  IC50 értéke 




19. ábra. A neuronális hGAT-1 (a) valamint a gliális hGAT-2 (b) és hGAT-3 (c) GABA 
köt zsebeinek összehasonlítása. A gliális GABA transzporterek köt zsebei hasonlítanak 
egymásra, de eltérnek a neuronálisétól. A hélixek színkódja a 3. ábrán mutatott sémával 
megegyez , a GABA és a Na+ ionok köt désében részt vev  aminosavakat kiemeltük. 
 48 
6. táblázat. A LeuT valamint a hGAT-1, hGAT-2 és hGAT-3 altípus modellek aminosav 
felépítésének összehasonlítása a funkcionális szempontból meghatározónak tekintethet  
régiókban. 
Funkció LeuT hGAT-1 hGAT-2 hGAT-3 
Hélixek és 
hurkok 
A22 A61 I49 I67 TM1 
L25 L64 L52 L70 TM1 
G26 G65 G53 G71 TM1 
V104 L136 L125 L143 TM3 
Y108 Y140 Y129 Y147 TM3 
F253 F294 F288 F308 TM6 
T254 S295 S289 S309 TM6 
S256 G297 A291 A311 TM6 
F259 L300 L294 L314 TM6 





I359 T400 C394 C414 TM8 
A22 A61 I49 I67 TM1 
N27 N66 N54 N72 TM1 
T254 S295 S289 S309 TM6 
Na+(1) 
köt hely 
N286 N327 N321 N341 TM7 
G20 G59 G47 G65 TM1 
V23 I62 I50 I68 TM1 
A351 L392 L386 L406 TM8 
T354 D395 D389 D409 TM8 
Na+(2) 
köt hely 
S355 S396 S390 S410 TM8 
R30 R69 R57 R75 TM1 
Y108 Y140 Y129 Y147 TM3 
F253 F294 F288 F308 TM6 
D404 D451 D447 D467 TM10 
Q250 Q291 Q285 Q305 TM6 
EC kapu 
D401 K448 Q444 Q464 TM11 
R5 R44 R32 R50 TM1 
S267 S308 S302 S322 TM6 
Y268 Y309 Y303 Y323 TM5 
IC kapu 
D369 D410 D404 D424 TM8 
R30 R69 R57 R75 TM1 
Q34 L73 L61 L79 TM1 
F253 F294 F288 F308 TM6 
A319 G360 G354 G374 EL4 
F320 P361 P355 P375 EL4 
L400 F447 F443 F463 TM10 
D401 K448 Q444 Q464 TM10 
El csarnok 


























 Y361 TM7 
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oldószer által hozzáférhet  szakaszain elhelyezked  egyes aminosavak funkcionális 
szerepének meghatározására gyakori módszer a metántioszulfonsav reagens alkalmazása, 
amely nem képes áthaladni a membránon, így a fehérje felszíni ciszteinjeihez köt dik. Az 
eljáráshoz a vizsgálni kívánt aminosavakat ciszteinre cserélik, a meglev  cisztein 
aminosavakat pedig más aminosavra módosítják. A hGAT-1 fehérjében ehhez a Cys74Ala 
mutáció szükséges. Ebben a mutánsban kimutatták, hogy a Leu64Cys és a Gly65Cys 
mutációk hatására 5 illetve 10 százalékra csökken a [3H]GABA felvétele a HeLa sejteken 
(Zhou és mtsai., 2004). A dokkolt GABA karboxil-csoportjának hGAT-1 köt désében ez a 
két aminosav fontos szerepet játszik (Palló és mtsai, 2007; Wein és Wanner, 2010). Az 
amino-csoportot potenciálisan koordináló Ser295 és a Ser396 aminosavak alaninra illetve 
treoninra való mutációjának hatására a Km értéke két nagyságrendet esett vissza (Zhou és 
mtsai., 2006). 
A mutációs kísérletekben meger sítést nyert a Na+ ionok koordinációjában részt 
vev  aminosavak (Gly59, Ala61, Ile62, Asn66) közül az Asn66 meghatározó jelent sége 
is. Ezeket az aminosavakat ciszteinre cserélve a [3H]GABA felvétele az eredeti érték 80, 
90, 90 és 3 százalékára csökken (Zhou és mtsai., 2004). A Na+(1) iont koordináló Asn 
jelent ségét tükrözi, hogy az els ként közölt inaktív hGAT-2 transzporter szekvenciájából 
(Gong et al., 2001) hiányzik a Na+(1) ion köt désében résztvev  Asn321. Ha ennek alapján 
építjük a modellt, a Na+(1) ion pozíciója más, mint a funkcionálisan aktív hGAT-2 
transzporterben (Christiansen és mtsai., 2007), így vélhet en a szubsztrátok is más 
kölcsönhatásba lépnek a fehérjével.    
Az EC és IC kapukat alkotó aminosavakban végrehajtott mutáció hatására a 
[3H]GABA felvétel csökken, vagy teljes mértékben gátolódik. A mutáns fehérjék 
[3H]GABA felvétele az eredeti érték százalékában: Arg44Ser/His = 0 %, Arg44Lys = 15 % 
(Bennett és mtsai., 2000), Arg69Cys < 1 % (Zhou és mtsai., 2004; Pantanowitz és mtsai., 
1993), Tyr140Ser/Phe/Trp = 0 %, Tyr309Phe = 25 %, Tyr309Ser/Trp = 5 % (Bismuth és 
mtsai., 1997), Gln291Asn/Leu/Glu = 0 (Mari és mtsai., 2006). A Lys448Glu mutáns GAT-
1 GABA transzporthoz rendelhet  ionárama csökkent GABA affinitást mutat (20 vs. 13 
M) (Forlani és mtsai., 2001). 
 A humán SLC6 fehérjék szelektivitására jellemz , hogy azok az aminosavak, 
amelyek a LeuT-ben a Na+ ionokat vagy a szubsztrát amino- illetve karboxil-csoportját 
koordinálják, jóval inkább konzerváltak (80-90 százalékban), mint a köt zseb többi része 
(25 - 40 %) (Beuming és mtsai., 2006). 
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6.2. A predikció alkalmazhatósága 
A hGAT-1 modell közlését követ en megjelent az irodalomban egy másik modell 
ugyanerr l a fehérjér l (Wein és Wanner, 2010). Wein és Wanner a hGAT-1 modell 
elkészítéséhez hozzánk hasonlóan szintén a zárt állapotú LeuT szerkezetéb l indult ki, de a 
Beuming és mtsai. (2006) szekvencia illesztését használta. Ez a választás a szubsztrát 
köt zsebet valószín leg nem érintette (v.ö. 4.1. fejezet), a különbségek f képp a TM4 és 
TM5 hélixekben észlelhet k, amelyek már nem tartoznak a szubsztrát köt dés és 
transzport funkció szempontjából meghatározó szerepet betölt  fehérje-maghoz (lsd. 
bevezetés és Krishnamurthy, 2009). A hGAT-1 modelljeinket azonban különböz  módon 
optimáltuk. Míg a modellünket több lépéses molekulamechanikai számítással optimáltuk, 
addig Wein és Wanner egy 5 ps hosszú molekuladinamikai számítást alkalmazott. 
Valószín leg ez a különbség okozza, hogy a Tyr60 oldallánca a modellünkben a 
köt zsebb l kifelé fordult, míg Wein és Wanner hGAT-1 modelljében a Tyr60 oldallánca a 
köt zseb belseje felé mutat. A két modell segítségével kapott különböz  pontszámokért (7. 
táblázat) felel s lehet az alkalmazott dokkolási eljárások különböz sége is. Mint ezt a 
módszerek részben ismertettük, a hGAT-1 modellbe való dokkoláshoz a GOLD programot 
használtuk, a számítás során rögzítve a ligandum karboxil-csoportjának távolságát a Na+(1) 
iontól. Wein és Wanner a LigandFit nev  programmal dokkolt, és közben nem használt 
semmilyen távolsági megkötést. 
A két modell, hasonló konformációjú és köt dés  GABA molekulákat jósol 
kedvez nek (Kardos és mtsai., 2009, közlésre beküldve). A karboxil-csoport mindkét 
modell szerint (Palló és mtsai., 2007; Wein és Wanner, 2010) a TM1 hélix letekeredett 
szakaszához köt dik, a Leu64 és Gly65 aminosavak f láncához, és a Na+(1) ionhoz közel. 
Az amino-csoport Wein és Wanner modelljében a Tyr60 f lánc oxigénatomjához és a 
Ser396 hidroxil-csoportjához köt dik, hasonlóan a modellünkben észlelt TM1-TM8 
köt dési módhoz. Wein és Wanner modelljében ekkor a köt désben részt vesz a Tyr60 
hidroxil-csoportja is, amely a kétféle modell köt zsebeinek a különböz  modell-optimálás 
következtében bekövetkez , fentiekben részletezett szerkezeti különbségére vezethet  
vissza. Ebben a köt zsebben a GABA molekula köt dik a Thr400 és a Ser396 f lánc 
oxigénatomjaihoz is, ezáltal a nagy hasonlóság ellenére is több hidrogénkötéssel 
rendelkezik, mint a TM1-TM8 köt dési módban résztvev  GABA. A Palló és mtsai. 
(2007) modellben kimutatható a kedvez tlen TM1-TM6 GABA köt dési mód, ezt Wein és 
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Wanner (2010) nem észlelte. Valószín leg ez a magyarázata annak, hogy a Wein és 
Wanner által közölt hGAT-1 modell alkalmazásával a szubsztrát inhibíció közvetlenül 
el re jelezhet  – a kétféle köt dési módot megkülönböztet  (Palló és mtsai., 2007) sz kít  
értelmezés bevezetése nélkül, csak a dokkolási pontszámok segítségével (Kardos és mtsai., 
2009, közlésre beküldve). 
A LigandFit program által használt Jain score (Jain, 1996) skálán a 2,0-5,0 
tartományban szórnak a dokkolt hGAT-1 szubsztrát inhibitorok pontszámai (Wein és 
Wanner, 2010; 7. táblázat), ami élesebb különbségtételt tesz lehet vé az inhibíció 
el rejelzésében. A szélesebb skála magyarázata els sorban a más dokkolási módszer és 
értékel  függvény használata lehet, amelyhez feltehet en hozzájárul a két modellben a 
szubsztrátok és a fehérje között el forduló hidrogénkötések számának eltérése is. Az 
általunk dokkolt TM1-TM8 köt dési módú szubsztrát inhibitorok GOLD pontszámai 
korrelálnak az IC50 értékükkel (v.ö. 5. és 7. táblázat; Palló és mtsai, 2007). Megvizsgáltuk 
(összefoglalás: Kardos és mtsai., 2009, közlésre beküldve), hogy amennyiben Wein és 
Wanner dokkolási módszerét a mi modellünkön alkalmazzuk, milyen pontszámokat 
kapunk a TM1-TM8 köt dési móddal rendelkez  szubsztrát inhibitorok esetében (7. 
táblázat). A GABA és guvacin pontszámainak értéke és sorrendje eltér  (7. táblázat: 
GABA: 3,4 vs. 5,2; guvacin: 7,2 vs. 3,8), míg a jóval kevésbé effektív szubsztrát inhibitor 
β-alanin esetében hasonló (7. Táblázat: 1,7 vs. 1,5) (összefoglalás: Kardos és mtsai., 2009, 
közlésre beküldve). A ligandumok orientációja a köt zsebben hasonló volt, de nem azonos. 
A különbségeket feltehet en a köt zsebet alkotó aminosavak eltér  konformációja okozza, 
ami a fehérjemodellek eltér  el készítésének tulajdonítható. Összefoglalva a két modell 
  
7. táblázat. Három hGAT-1 transzporterbe dokkolt szubsztrát inhibitor IC50 értékei (Palló és 
mtsai., 2007) és Jain pontszámainak (Jain, 1996) összehasonlítása. Model 1: Palló és mtsai., 
2007; Model 2: Wein és Wanner, 2010. 





Model 1  
Jain pontszám
Model 2  
GABA 5.7 37.1 3.4 5.2 
guvacine 5.3 38.4 7.2 3.8 
-alanin 2.6 31.3 1.7 1.5 
 
 52 
összehasonlítását megállapítható, hogy Wein és Wanner megközelítése nem korrelál a 
GABA és szubsztrát inhibitorok hatékony koncentrációját tükröz  IC50 adattal (Jain 
pontozással kombinált Model 2; 7. Táblázat), ezért a fentiekben részletezett el nyös 
tulajdonságai ellenére a saját megközelítésünket jobbnak tartjuk.  
Fontos megjegyezni, hogy a hGAT-1 modellünkben tapasztalt lehetséges GABA és 
szubsztrát inhibitor köt dési mód multiplicitásnak (Palló és mtsai., 2007) megfeleltethet  
eredmények találhatók az irodalomban szintén az SLC6 transzporter családba tartozó DAT 
és SERT szubsztrát köt désér l is (Celik és mtsai. 2008; Xhaard és mtsai. 2008). A 
szerotonin amino-csoportja a GABA karboxil-csoportjához hasonló helyen, a Na+(1) 
ionhoz közel, a TM1 és TM6 hélix találkozásánál köt dik, és hidroxil-csoportja vagy a 
TM3 vagy a TM8 hélix egyik f lánc oxigénatomjával hoz létre hidrogénkötést (Celik és 
mtsai. 2008). A dopaminnak a DAT transzporterben vagy az amino-csoportja (ionos 
köt dési mód) vagy a két hidroxil-csoportja fordul a Na+ ion felé (kelációs köt dési mód) 
(Xhaard és mtsai. 2008).  
 
6.3. Aktív GABA és szubsztrát inhibitor konformációk  
A hGAT-1 modell és a szubsztrát inhibitor kölcsönhatás alapján felállított farmakofór 
modell szerint a hatékony inhibitorok 185 ± 15° τC torziós szöggel és 4,1 ± 0,4 Å δ(N-C) 
funkciós csoport távolsággal jellemezhet ek (Palló és mtsai., 2007). Wein és Wanner 
(2010) a dokkolt GABA „nyújtott” konformációjáról számolnak be, amelyben a szubsztrát 
amino-csoportja 4,0 Å távolsággal távolabb köt dik, mint a LeuT szerkezetében. A 
molekuladinamikai számításainkban a megadott farmakofór konformer mellett megjelent 
egy másik, gy r s GABA-Na+ komplex szerkezet is (Palló és mtsai., 2009; összefoglaló: 
Kardos és mtsai., közlésre beküldve), amelyet elméleti megfontolások alapján korábban 
feltételeztek is (Kanner és Zomot, 2008). A gy r s szerkezet aránya a szimulációk és 
el készítésük során alkalmazott megkötések csökkentésével növekedett (lsd. 5.2. fejezet). 
A fentiekb l arra következtethetünk, hogy a GABA a transzport ciklus során konformációs 
változásokat szenved, ezért más a transzporterhez köt d  GABA kiindulási farmakofór 
konformációja, mint a gy r s, amelyben szállítódik (Palló és mtsai., 2007; összefoglaló: 
Kardos és mtsai., 2009, közlésre beküldve). Kérdés azonban, hogy ez mennyire híven 
tükrözheti a transzport folyamatot. Az aktív hGAT-1 életidejére következtetések tehet k a 
GABA transzport sebességi állandójából (k = 0,0044 s-1, 40 μM GABA: Kardos és mtsai., 
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1984). Ennek alapján valószín , hogy elegend  id  áll rendelkezésre a komplex egyensúlyi 
állapot kialakulására (Palló és mtsai., 2007). 
A GABAA receptor ligandumokra a transzporter inhibitorokénál nyújtottabb 
konformáció jellemz  (δ(N-C): 4,3–5,0 Å) (Simonyi, 1996). Korábban, GABAA receptor 
farmakofór modellt javasoltak nagy térkitöltés , gátolt rotációjú ftalidizokinolin 
származékok (bikukullin antagonista és analógjai) receptor köt désének vizsgálata során 
(Kardos és mtsai., 1984). A bikukullin analógok specifikus [3H]GABA receptor köt dési 
és NMR NOE technikával azonosított konformációs adatai összefüggéseinek az 
elemzésével megállapítható, hogy a ligandumok karboxil és amino (vagy bio-izoszter) 
funkciós csoportjainak receptor köt dés szempontjából optimális távolsága 5,4 Å (Kardos 
és mtsai., 1984). Ez az adat, valamint számos, Krogsgaard-Larssen és mtsai. által korábban 
kifejlesztett hatékony GABAA receptor ligandum és GABA transzport inhibitor 
(Krogsgaard-Larsen, 1984) alátámasztja azt a hipotézist, hogy az aktív GABA 
konformáció a GABAA receptorban nyújtottabb, mint a GABA transzporterben. Érdemes 
megjegyezni, hogy a rendelkezésre álló kristályszerkezetek alapján hasonló megállapítás 
tehet  a Glu receptor versus transzporter vonatkozásában (Simon és mtsai., 2008). A Glu 
receptorokhoz köt d  Glu konformációját az ionotróp iGluR2 receptorban 4,4 ± 0,1 Å, 
míg a metabotróp mGlu1 receptorban 5,0 ± 0,1 Å karboxil-szénatom távolság jellemez 
(Simon és mtsai., 2008). Ugyanakkor, az Asp/Glu transzporterhez köt d  Glu karboxil 
funkciós csoportjainak távolsága kisebb, 3,7 ± 0,1 Å (Simon és mtsai., 2008). A receptorok 
és transzporterek megkülönböztethet  GABA és Glu konformációi is meger sítik azt a 
hipotézist, hogy a hGAT-1 modell és a GABA kölcsönhatásának szimulációja során 
felismert kétféle GABA konformáció valójában a köt d  és transzportálódó molekula 
„kölcsönhatási felületének” a különbségét tükrözi.  
 
6.4. A Zn2+ ion allosztérikus köt helye 
A GAT-1 transzportot a Hg2
2+ kivételével a legtöbb fémion jelenléte nem befolyásolta. A 
GAT-3 azonban igen érzékenynek bizonyult a Zn2+, a Cd2+, a Cu2+, az Ag+ és a Hg2
2+ 
ionokra, a GAT-2 transzporteren való GABA szállítást az Ag+ és a Hg2
2+ ionok már kis 
koncentrációban is gátolták, a Zn2+ ion csak ennél jóval nagyobb koncentrációban (Cohen-
Kfir et al., 2005). Összességében a vizsgált ionok közül a Zn2+ ion gátolta a GABA 
transzportot specifikusan a GAT-3 altípuson, méghozzá a szinapszison a Glu 
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felszabadulásakor kialakuló fiziológiáshoz (100 μM: Paoletti és mtsai., 2009) közeli 
koncentrációban. 
A hGAT-2 és hGAT-3 modelljeinkben a Zn2+ ion f képp fehérje f láncbeli 
oxigénatomokhoz köt dik, holott általában hisztidin, glutaminsav vagy cisztein 
oldalláncok nitrogén-, oxigén- vagy kénatomjához köt dik (összefoglaló: Maret és Li, 
2009), így a talált Zn2+ ion köt helyek egyike sem tekinthet  tipikusnak. A Zn2+ ion 
köt dése irodalmi adatok és a modellünk alapján sem a GABA köt zsebben történik (5.6. 
fejezet), de kihat a GABA transzportjára, valószín leg allosztérikus effektusok révén. A 
hGAT-3 TM8 hélixéhez köt d  Zn2+ ion befolyásolja az EL2 hurok helyzetét, magához 
vonzza. Így, a transzmembrán régióhoz közelebb kerül  EL2 hurok eltorlaszolhatja a 
GABA belépési helyét a transzporterbe, ezáltal lassítva vagy blokkolva a szubsztrát sejtbe 
való felvételét. A szimulációs eredmények szerint a hGAT-2 és a hGAT-3 esetében az EL2 
hurok mellett az EL4 hurok is szerepet játszik a Zn2+ ion koordinációjában, ezért 
feltételezhet , hogy a Zn2+ ion által gyakorolt allosztérikus gátlásban is. A visszatér  EL4 
hurok részt vesz az el csarnok kialakításában, és a kristályszerkezetek alapján, szerepet 
játszik a LeuT és az antidepresszánsok között létrejöv  köt dési kölcsönhatásban, ekkor 
enyhén el is fordul (Singh és mtsai., 2007; Zhou és mtsai., 2007). Hurokszerkezettel és 
feltehet en hasonló funkcióval (Simon és mtsai, 2006; Simon és mtsai., 2008) rendelkez  
peptidszakaszok találhatóak például a glutaminsav transzporter bakteriális ortológjának 
szerkezetében is (Boudker és mtsai., 2007), ahol a membrán közepében, két peptidhurok  
találkozásánál a található a szubsztrát köt zsebe.  
Szükséges megjegyezni, hogy miközben a Zn2+ ion köt dés alkalmas lehet a gliális 
GAT altípusok megkülönböztetésére, a hGAT-2 és hGAT-3 transzporterekre a Zn2+ ion 
extracelluláris koncentrációjának változtatása által gyakorolt hatás terápiás célú 
felhasználhatósága meglehet sen bizonytalan. Ennek oka, hogy a Zn2+ ion számtalan agyi 
fehérjén köt dik, Glu és GABAA receptorokon, feszültségfügg  Ca
2+ ioncsatornákon, és 
többféle neurotranszmitter (Glu, Gly és dopamin) transzporteren (Paoletti és mtsai., 2009). 
A velük való kölcsönhatás igen sok mellékhatást válthatna ki, ezért a Zn2+ ion koncentráció 
változtatásával járó biológiai hatás jelenleg kiszámíthatatlannak t nik. 
 
6.5. A GABA-Na+(1) komplex szerepe a transzport mechanizmusban 
A GABA-Na+(1) komplex jelent ségét a transzporter molekulában és a transzport 
ciklusban elfoglalt különleges lokalizációja adja (20. ábra). A GABA és a Na+ ionok 
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köt dése egymáshoz csatolt folyamat, minden résztvev  ion hiánya vagy ottléte az egész 
fehérje globális szerkezetét befolyásolja (Caplan és mtsai., 2008; Noskov és Roux, 2008; 
Singh és mtsai., 2008).   
Túl a Na+(1) ion lehetséges hidrogénkötést er sít  hatásán (Mayer és mtsai., 1992) 
a gy r s GABA-Na+(1) komplex kialakulása esetében (Palló és mtsai., 2009; összefoglaló: 
Kardos és mtsai., 2009, közlésre beküldve), a letekeredett hélixek dipólusmomentumai is 
befolyásolhatják a Na+ ionok és a GABA köt dési orientációját (Screpanti és Hunte, 2007). 
A hélixek dipólusmomentuma részleges pozitív töltést hozhat létre a köt zsebben a 
letekeredett TM1 szakasz EC oldalán, ahová a ligandumok karboxil-csoportja köt dik. A 
hélixek dipólus momentumából fakadóan, részleges negatív töltés jelenhet meg a 
letekeredett TM1 szakasz IC oldalán, ahol a ligandumok amino-csoport köt dése található. 
A részleges töltések ellentétesek a TM6 hélixen, mivel az antiparallel a TM1 hélixszel, a 
TM6 hélix letekeredett szakászának EC oldalán negatív töltés jelenik meg. A hélixek 
dipólus-momentumainak töltést ellensúlyozó hatását az ionotróp glutaminsav receptorokra 
is leírták már (Armstrong és mtsai., 1998). A TM1 és TM6 hélixek szubsztrát indukálta 
globális átrendez désében (Rosenberg és Kanner, 2008; Shi és mtsai., 2008) kulcsszerepe 
lehet a két szomszédos Na+ ionnak (20. ábra). Hipotézisünk szerint, a membrán két oldalán 
fellép  [Na+] grádiens mellett a transzport hajtóereje a zárt állapotot stabilizáló GABA-
Na+(1) komplex kialakulása. A farmakofór konformáció átalakulása gy r s 
konformációba, valamint a Na+(2) körül  stabilitási centrumokat képez  TM1 és TM8 
hélixek szimultán mozgásának lehet sége (Meinild és mtsai., 2009) ugyanakkor 
el idézheti a köt zseb „alternate access” szerkezeti átalakulását (Kardos és mtsai., 2009, 
közlésre beküldve). Mivel a köt zsebet és a Na+ ion köt helyeket alkotó aminosavak 
jelent s része konzervált a legtöbb humán SLC6 fehérjében (Beuming és mtsai., 2006), 
felmerül a kérdés, hogy általános jelenség-e a GABA transzporterek és a LeuT esetében 
megfigyelt szoros kölcsönhatás a ligandum és az egyik Na+ ion között. Más szubsztrátok, 
mint például a Gly, a Tyr és a Trp karboxil-csoportja is közel esik a Na+(1) ionhoz 
transzportereik zárt LeuT alapuló homológiamodelljei szerint (Beuming és mtsai., 2006). 
A LeuT aminosavakkal alkotott komplexeinek kristályszerkezete ezt meg is er síti, a 
szubsztrát karboxil-csoport oxigénatomjának távolsága a Na+(1) iontól 1,8 Å (Trp) és 2,8 
Å (Met) között változott (Singh és mtsai., 2008). A szerotonin és a dopamin molekulája 




20. ábra. A GABA és a Na+(1) ion hGAT-1 köt zsebben alkotott komplexe. A GABA és a 
két Na+ ion köt désében egyaránt kulcs szerepet játszik a TM1 hélix letekeredett, flexibilis 
szakasza, ezáltal a komplex elmozdulása a fehérje globális szerkezetére is kihat. A GABA és 
a Na+(1) komplex a szimport funkcióra kínál egy lehetséges mechanizmust (Palló és mtsai., 
2009; Kardos és mtsai., 2009, közlésre beküldve). 
 
csoportja esik közel a Na+(1) ionhoz (Beuming és mtsai. 2008; Beuming és mtsai., 2006; 
Celik és mtsai. 2008; Huang and Zhan, 2007; Xhaard és mtsai. 2008). A két pozitívan 
töltött csoport között nem jön létre taszítás: a Na+(1) és a szubsztrát amino-csoportja közti 
aszparaginsav (Asp98 ill. Asp79) oldallánc ezt megakadályozza. Az aszparaginsav helyén, 
a TM1 hélix letekeredett szakaszán glicin áll az aminosav transzporterek esetén 
(Yamashita és mtsai., 2005). 
 
6.6. Következtetések  
Az SLC6 transzporter családba tartozó hGAT-1 az anti-epileptikumok potenciális 
célfehérjéje. A racionális gyógyszertervezés sikeresen alkalmazta a klasszikus szerkezet-
hatás összefüggések vizsgálatát a hGAT-1 célponton. Az eml s SLC6 fehérjék és a 
bakteriális ortológ LeuT közötti szekvenciális homológia azonban új lehet ségeket nyitott 
a zárt állapotú LeuT atomi felbontású kristályszerkezetén alapuló gyógyszertervezés 
számára.   
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 A hGAT-1 transzporterben a GABA számára el nyös, ha a TM1 hélix letekeredett 
szakaszához köt dik. A nagy dokkolási pontszámokkal és kedvez  köt dési móddal 
jellemezhet  szubsztrát inhibitorok lehet vé tették a farmakofór meghatározását. A zárt 
állapotú köt zsebben megfigyelhet  TM1 hélixhez köt d  GABA a molekuladinamikai 
szimulációk során reverzibilisen a gy r be záródott GABA-Na+(1) komplexszé alakult. E 
komplex felismerése alapján következtethetünk a Na+ ion szimporterek m ködésének a 
molekuláris mechanizmusára.  
 A gliális hGAT-2 és hGAT-3 transzporterek köt zsebei olyan aminosavakban 
különböznek  a neuronális hGAT-1 transzporterét l, amelyek közvetlenül részt vesznek a 
szubsztrát illetve a Na+ ionok köt désében. Viszont a hGAT-2 és a hGAT-3 szubsztrát 
köt zsebei megkülönböztethetetlenek egymástól, emiatt várhatóan nem is lehetséges 
hatékony, altípus-szelektív szubsztrát inhibitort tervezni. A gliális altípusok között 
különbség tehet  a Zn2+ ion és a hGAT-3 második extracelluláris hurok szelektív köt dése 
által. Ismeretes, hogy az SLC6 család monoamin transzportereinek nem-kompetitív 
inhibitorai allosztérikusan, a köt zsebhez közel elhelyezked  el csarnokban köt dnek. Így 
lehetséges, hogy a hGAT el csarnokba jól köt d  allosztérikus inhibitorok a hGAT 




7. ÖSSZEFOGLALÁS  
A -aminovajsav (GABA) koncentrációját az agyban neuronális és gliális GABA 
transzporter (GAT) szabályozza, amely fehérjék a Na+ ion és Cl- ionfügg  SLC6 
transzporter családba tartoznak. A neuronális GABA transzporter a Tiagabin nev  anti-
epileptikum célmolekulája, míg a gliális transzporterek lehetséges gyógyszerkémiai 
felhasználhatósága még nyitott kérdés. 
A Na+ ion és Cl- ionfügg  leucin transzporter  különféle ligandumokkal megjelent 
kristályszerkezetei megalapozták a humán GABA transzporter (hGAT) homológia 
modellezését. A transzport mechanizmusáról nyert új információ révén növekedhet a 
fehérje szerkezeten alapuló gyógyszerkémiai kutatások sikeressége. A zárt állapotú humán 
GABA transzporterek szerkezeti jellegzetessége, hogy a közepükön megtört TM1 és TM6 
transzmembrán hélixek extra- és intracelluláris kapukat alakítanak ki, amelyek egymáshoz 
hasonlóak. A megtört hélixek letekeredett, flexibilis szakaszai el segítik a szimport 
folyamatot azáltal, hogy körbeveszik a TM1-kötött Na+(1) ionnal komplexet képez  
GABA-t. Ezzel összhangban, a TM1-TM8 hélixekhez való köt dés kedvez  a ligandumok 
számára. Ez a köt dési mód a magas dokkolási pontszámokkal együtt lehet vé teszi, hogy 
el rejelezzük a ligandumok gátló hatását a neuronális hGAT-1 transzportra. A dokkolás, 
molekuladinamikai és transzport-gátlási adatok arra utalnak, hogy a hGAT-1 és a gliális 
altípusok (hGAT-2, hGAT-3) szubsztrát köt désében résztvev  aminosavak különböznek. 
Azonban a hGAT-2 és a hGAT-3 szubsztrát köt zsebei nem különböztethet k meg, így 
ezen az alapon nem lehetséges a szubsztrát inhibitorok inhibíciójának racionális 
el rejelzése. A gliális altípusok szelektíven megkülönböztethet k, ha a Zn2+ ion második 
extracelluláris hurokhoz való köt désébe be tudunk avatkozni. Az egyedülálló gy r s 
GABA-Na+(1) komplex képz dése a zárt köt zsebben el rejelzi, hogy a fehérjecsalád 
transzporterei a szubsztrát és a Na+ ion között kialakuló reverzibilis kémiai köt dés által 




Ambient level of -aminobutyric acid (GABA), the major inhibitory neurotransmitter of 
the brain is mediated by neuronal and glial GABA transporters (GATs), members of the 
sodium and chloride ion-dependent solute carrier family. The neuronal GABA transporter 
subtype has already been proven to be a target for the antiepileptic drug Tiagabine, 
whereas druggability of glial GATs is far from understanding. 
 Recent advance in structure elucidation of a bacterial orthologue leucine transporter 
in complex with different solutes substantiates homology modeling of human GATs 
(hGATs) providing mechanistic clues for structure-based prediction of the potential of 
medicinal chemistry campaigns. A characteristic structural feature of the occluded 
conformation of hGATs is that similar extra- and intracellular gates are formed by middle-
broken TM1 and TM6 helices. Unwound flexible middle segments of broken helices 
facilitate symport by nestling GABA in complex with TM1-bound Na+ ion. In accordance, 
a favoured accommodation of substrate inhibitors with high docking score predicts 
efficient inhibition of transport through the neuronal hGAT-1 if the TM1-TM8 binding 
prerequisite were combined. Docking, molecular dynamics and uptake data indicate, that 
amino acids participating in substrate binding of hGAT-1 and glial (hGAT-2, hGAT-3) 
subtypes are different. By contrast, substrate binding crevices of hGAT-2 and hGAT-3 
cannot be distinguished, avoiding sensible prediction of efficient substrate inhibitors. Glial 
subtypes might be specifically targeted by interfering binding of Zn2+ in the second 
extracellular loop. Formation of the unique ring-like GABA-Na+(1) complex in the 
occluded binding crevices anticipates family member symporters exploring chemiosmotic 
energy via reversible chemical coupling of Na+ ion to the substrate. 
 60 
9. IRODALOMJEGYZÉK 
Abramson, J., Smirnova, I., Kasho, V., Verner, G., Kaback, H. R. és Iwata, S. (2003). 
Structure and mechanism of the lactose permease of Escherichia coli. Science 301, 610-
615. 
Abramson, J. és Wright, E. M. (2009). Structure and function of Na+-symporters with 
inverted repeats. Curr Opin Struct Biol 19, 425-432. 
Ali, F. E., Bondinell, W. E., Dandridge, P. A., Frazee, J. S., Garvey, E., Girard, G. R., 
Kaiser, C., Ku, T. W., Lafferty, J. J., Moonsammy, G. I. és mtsai. (1985). Orally active and 
potent inhibitors of gamma-aminobutyric acid uptake. J Med Chem 28, 653–660. 
Amara, S. G. (2007). Chloride finds its place in the transport cycle. Nat Struct Mol Biol 14, 
792-794.  
Armstrong, N., Sun, Y., Chen, G. Q. és Gouaux, E. (1998). Structure of a glutamate-
receptor ligand-binding core in complex with kainate. Nature 395, 913-917. 
Bauer, J. és Cooper-Mahkorn, D. (2008). Tiagabine: efficacy and safety in partial seizures 
- current status. Neuropsychiatr Dis Treat 4, 731-736. 
Beleza, P. (2009). Refractory epilepsy: a clinically oriented review. Eur Neurol 62, 65-71. 
Bennett, E. R., Su, H. és Kanner, B. I. (2000). Mutation of arginine 44 of GAT-1, a (Na+ + 
Cl-)-coupled gamma-aminobutyric acid transporter from rat brain, impairs net flux but not 
exchange. J Biol Chem 275, 34106-34113. 
Beuming, T., Kniazeff, J., Bergmann, M. L., Shi, L., Gracia, L., Raniszewska, K., 
Newman, A. H., Javitch, J. A., Weinstein, H., Gether, U. és Loland, C. J. (2008). The 
binding sites for cocaine and dopamine in the dopamine transporter overlap. Nat Neurosci 
11, 780-789. 
Beuming, T., Shi, L., Javitch, J. A. és Weinstein, H. (2006). A comprehensive structure-
based alignment of prokaryotic and eukaryotic neurotransmitter/Na+ symporters 
(Johansson és mtsai.) aids in the use of the LeuT structure to probe NSS structure and 
function. Mol Pharmacol 70, 1630-1642. 
Bicho, A. és Grewer, C. (2005). Rapid substrate-induced charge movements of the GABA 
transporter GAT1. Biophys J 89, 211-231. 
Bismuth, Y., Kavanaugh, M. P. és Kanner, B. I. (1997). Tyrosine 140 of the gamma-
aminobutyric acid transporter GAT-1 plays a critical role in neurotransmitter recognition. J 
Biol Chem 272, 16096-16102. 
Borden, L. A. (1996). GABA transporter heterogeneity: pharmacology and cellular 
localization. Neurochem Int 29, 335-356. 
 61 
Boudker, O., Ryan, R. M., Yernool, D., Shimamoto, K. és Gouaux, E. (2007). Coupling 
substrate and ion binding to extracellular gate of a sodium-dependent aspartate transporter. 
Nature 445, 387-393. 
Bowery, N. G. és Smart, T. G. (2006). GABA and glycine as neurotransmitters: a brief 
history. Br J Pharmacol 147 Suppl 1, S109-119. 
Brooks, B. R., Bruccoleri, R. E., Olafson, B. D., States, D. J., Swaminathan, S. és Karplus, 
M. J. (1983). CHARMM: a program for macromolecular energy, minimization, and 
dynamics calculations. J Comput Chem 4, 187-217. 
Busch, W. és Saier, M. H., Jr. (2002). The transporter classification (TC) system, 2002. 
Crit Rev Biochem Mol Biol 37, 287-337. 
Caplan, D. A., Subbotina, J. O. és Noskov, S. Y. (2008). Molecular mechanism of ion-ion 
and ion-substrate coupling in the Na+-dependent leucine transporter LeuT. Biophys J 95, 
4613-4621. 
Carpenter, E. P., Beis, K., Cameron, A. D. és Iwata, S. (2008). Overcoming the challenges 
of membrane protein crystallography. Curr Opin Struct Biol 18, 581-586. 
Celik, L., Sinning, S., Severinsen, K., Hansen, C. G., Moller, M. S., Bols, M., Wiborg, O. 
és Schiott, B. (2008). Binding of serotonin to the human serotonin transporter. Molecular 
modeling and experimental validation. J Am Chem Soc 130, 3853-3865. 
Chen, N. H., Reith, M. E. és Quick, M. W. (2004). Synaptic uptake and beyond: the 
sodium- and chloride-dependent neurotransmitter transporter family SLC6. Pflugers Arch 
447, 519-531. 
Christiansen, B., Meinild, A. K., Jensen, A. A. és Brauner-Osborne, H. (2007). Cloning 
and characterization of a functional human gamma-aminobutyric acid (GABA) transporter, 
human GAT-2. J Biol Chem 282, 19331-19341. 
Cohen-Kfir, E., Lee, W., Eskandari, S. és Nelson, N. (2005). Zinc inhibition of gamma-
aminobutyric acid transporter 4 (GAT4) reveals a link between excitatory and inhibitory 
neurotransmission. Proc Natl Acad Sci U S A 102, 6154-6159. 
Conti, F., Minelli, A. és Melone, M. (2004). GABA transporters in the mammalian 
cerebral cortex: localization, development and pathological implications. Brain Res Brain 
Res Rev 45, 196-212. 
Czapinski, P., Blaszczyk, B. és Czuczwar, S. J. (2005). Mechanisms of action of 
antiepileptic drugs. Curr Top Med Chem 5, 3-14. 
DeLano, W. L. (2002). The PyMOL Molecular Graphics System, D. Scientific, ed. (Palo 
Alto, USA). 
 62 
Dereeper, A., Guignon, V., Blanc, G., Audic, S., Buffet, S., Chevenet, F., Dufayard, J. F., 
Guindon, S., Lefort, V., Lescot, M. és mtsai. (2008). Phylogeny.fr: robust phylogenetic 
analysis for the non-specialist. Nucleic Acids Res 36, W465-469. 
De Weer, P. (1999). No easy way out (or in). J Gen Physiol 114, 427-428. 
Diallinas, G. (2008). Biochemistry. An almost-complete movie. Science 322, 1644-1645. 
Dosztányi, Z., Fiser, A. és Simon, I. (1997). Stabilization centers in proteins: identification, 
characterization and predictions. J Mol Biol 272, 597-612. 
Ferrara, P., Apostolakis, J. és Caflisch, A. (2002). Evaluation of a fast implicit solvent 
model for molecular dynamics simulations. Proteins 46, 24-33. 
Forlani, G., Bossi, E., Ghirardelli, R., Giovannardi, S., Binda, F., Bonadiman, L., Ielmini, 
L. és Peres, A. (2001). Mutation K448E in the external loop 5 of rat GABA transporter 
rGAT1 induces pH sensitivity and alters substrate interactions. J Physiol 536, 479-494. 
Forrest, L. R., Tavoulari, S., Zhang, Y. W., Rudnick, G., és Honig, B. (2007). 
Identification of a chloride ion binding site in Na+/Cl- -dependent transporters. Proc Natl 
Acad Sci U S A 104, 12761-12766. 
Forrest, L. R., Zhang, Y. W., Jacobs, M. T., Gesmonde, J., Xie, L., Honig, B. H. és 
Rudnick, G. (2008). Mechanism for alternating access in neurotransmitter transporters. 
Proc Natl Acad Sci U S A 105, 10338-10343. 
Foster, A. C. és Kemp, J. A. (2006). Glutamate- and GABA-based CNS therapeutics. Curr 
Opin Pharmacol 6, 7-17. 
Frederickson, C. J. és Bush, A. I. (2001). Synaptically released zinc: physiological 
functions and pathological effects. Biometals 14, 353-366. 
Gether, U., Andersen, P. H., Larsson, O. M. és Schousboe, A. (2006). Neurotransmitter 
transporters: molecular function of important drug targets. Trends Pharmacol Sci 27, 375-
383. 
Gong, Y., Zhang, M., Cui, L. és Minuk, G. Y. (2001). Sequence and chromosomal 
assignment of a human novel cDNA: similarity to gamma-aminobutyric acid transporter. 
Can J Physiol Pharmacol 79, 977-984. 
Gonzales, A. L., Lee, W., Spencer, S. R., Oropeza, R. A., Chapman, J. V., Ku, J. Y. és 
Eskandari, S. (2007). Turnover rate of the gamma-aminobutyric acid transporter GAT1. J 
Membr Biol 220, 33-51. 
Harding, M. M. (2004). The architecture of metal coordination groups in proteins. Acta 
Crystallogr D Biol Crystallogr 60, 849-859.  
 63 
Harmat, V. (2006). Röntgendiffrakció. In Kémia, G. Náray-Szabó, ed. (Budapest, 
Akadémiai Kiadó), pp. 640-657. 
Héja, L., Barabás, P., Nyitrai, G., Kékesi, K. A., Lasztóczi, B., T ke, O., Tárkányi, G., 
Madsen, K., Schousboe, A., Dobolyi, Á. és mtsai. (2009). Glutamate uptake triggers 
transporter-mediated GABA release from astrocytes. PLoS One 4, e7153. 
Héja, L., Karacs, K. és Kardos, J. (2006). Role for GABA and Glu plasma membrane 
transporters in the interplay of inhibitory and excitatory neurotransmission. Curr Top Med 
Chem 6, 989-995. 
Héja, L., Kovács, I., Szárics, É., Incze, M., Temesváriné-Major, E., Dörnyei, G., Peredy-
Kajtár, M., Gács-Baitz, E., Szántay, C. és Kardos, J. (2004). Novel secoergoline 
derivatives inhibit both GABA and glutamate uptake in rat brain homogenates: synthesis, 
in vitro pharmacology, and modeling. J Med Chem 47, 5620-5629. 
Henry, L. K., Defelice, L. J. és Blakely, R. D. (2006). Getting the message across: a recent 
transporter structure shows the way. Neuron 49, 791-796. 
Hilgemann, D. W. és Lu, C. C. (1999). GAT1 (GABA:Na+:Cl-) cotransport function. 
Database reconstruction with an alternating access model. J Gen Physiol 114, 459-475. 
Hog, S., Greenwood, J. R., Madsen, K. B., Larsson, O. M., Frolund, B., Schousboe, A., 
Krogsgaard-Larsen, P. és Clausen, R. P. (2006). Structure-activity relationships of 
selective GABA uptake inhibitors. Curr Top Med Chem 6, 1861-1882. 
Huang, Y., Lemieux, M. J., Song, J., Auer, M. és Wang, D. N. (2003). Structure and 
mechanism of the glycerol-3-phosphate transporter from Escherichia coli. Science 301, 
616-620. 
Huang, X. és Zhan, C. G. (2007). How dopamine transporter interacts with dopamine: 
insights from molecular modeling and simulation. Biophys J 93, 3627-3639. 
Indarte, M., Madura, J. D. és Surratt, C. K. (2008). Dopamine transporter comparative 
molecular modeling and binding site prediction using the LeuT(Aa) leucine transporter as a 
template. Proteins 70, 1033-1046.  
Jain, A.N. (1996) Scoring noncovalent protein-ligand interactions: a continuous 
differentiable function tuned to compute binding affinities. J Comput Aided Mol Des 10, 
427-440. 
Jardetzky, O. (1966). Simple allosteric model for membrane pumps. Nature 211, 969-970. 
Johansson, L. C., Wohri, A. B., Katona, G., Engstrom, S. és Neutze, R. (2009). Membrane 
protein crystallization from lipidic phases. Curr Opin Struct Biol 19, 372-378. 
 64 
Jordan, G. E. és Piel, W. H. (2008). PhyloWidget: web-based visualizations for the tree of 
life. Bioinformatics 24, 1641-1642. 
Kanner, B. I. (1994). Sodium-coupled neurotransmitter transport: structure, function and 
regulation. J Exp Biol 196, 237-249. 
Kanner, B. I. (2003). Transmembrane domain I of the gamma-aminobutyric acid 
transporter GAT-1 plays a crucial role in the transition between cation leak and transport 
modes. J Biol Chem 278, 3705-3712. 
Kanner, B. I. és Zomot, E. (2008). Sodium-coupled neurotransmitter transporters. Chem 
Rev 108, 1654-1668. 
Kardos, J., Blaskó, G., Kerekes, P., Kovács, I. és Simonyi, M. (1984). Inhibition of 
[3H]GABA binding to rat brain synaptic membranes by bicuculline related alkaloids. 
Biochem Pharmacol 33, 3537-3545. 
Kardos, J., Kovács, I., Blandl, T., és Cash, D. J. (1994). Modulation of GABA flux across 
rat brain membranes resolved by a rapid quenched incubation technique. Neurosci Lett 
182, 73-76.  
Kardos, J., Kovács, I., Blandl, T., Cash, D. J., Simon-Trompler, E., Luyen, N. D., Dörnyei, 
G., Simonyi, M., Blaskó, G. és Szántay, C. (1984). Inhibition of gamma-aminobutyric acid 
uptake by bicuculline analogues. Eur J Pharmacol 337, 83-86. 
Kawate, T. és Gouaux, E. (2006). Fluorescence-detection size-exclusion chromatography 
for precrystallization screening of integral membrane proteins. Structure 14, 673-681. 
Keser , G. M. (2005). Szerkezet alapú virtuális sz r vizsgálatok a felfedez  kutatásban. 
Magyar Kémiai Folyóirat 111, 159-168.  
Keynan, S. és Kanner, B. I. (1988). gamma-aminobutyric acid transport in reconstituted 
preparations from rat brain: coupled sodium and chloride fluxes. Biochemistry 27, 12-17. 
Klingenberg, M. (2005). Ligand-protein interaction in biomembrane carriers. The induced 
transition fit of transport catalysis. Biochemistry 44, 8563-8570. 
Kopp, J. és Schwede, T. (2004). The SWISS-MODEL Repository of annotated three-
dimensional protein structure homology models. Nucleic Acids Res 32, D230-234. 
Krishnamurthy, H., Piscitelli, C. L. és Gouaux, E. (2009). Unlocking the molecular secrets 
of sodium-coupled transporters. Nature 459, 347-355. 
Krogsgaard-Larsen, P. GABA-ergic drugs: configurational and conformational aspects. In 
CRC Handbook of strereoisomers: Drugs in psychopharmacology, Smith, D.F. CRC Press 
Inc.: Boca Raton, 1984; pp 369-399. 
 65 
Krogsgaard-Larsen, P., Frolund, B. és Frydenvang, K. (2000). GABA uptake inhibitors. 
Design, molecular pharmacology and therapeutic aspects. Curr Pharm Des 6, 1193-1209. 
Lacapere, J. J., Pebay-Peyroula, E., Neumann, J. M. és Etchebest, C. (2007). Determining 
membrane protein structures: still a challenge! Trends Biochem Sci 32, 259-270. 
Laskowski, R., MacArthur, M., Moss, D. és Thornton, J. (1993). PROCHECK: a program 
to check the stereochemical quality of protein structures J Appl Cryst 26, 283-291. 
Liu, Q. R., López-Corcuera, B., Mandiyan, S., Nelson, H. és Nelson, N. (1993). Molecular 
characterization of four pharmacologically distinct gamma-aminobutyric acid transporters 
in mouse brain. J Biol Chem 268, 2106–2112. 
Loland, C. J., Norregaard, L. és Gether, U. (1999). Defining proximity relationships in the 
tertiary structure of the dopamine transporter. Identification of a conserved glutamic acid 
as a third coordinate in the endogenous Zn2+-binding site. J Biol Chem 274, 36928-36934. 
Loo, D. D., Eskandari, S., Boorer, K. J., Sarkar, H. K., és Wright, E. M. (2000). Role of Cl- 
in electrogenic Na+-coupled cotransporters GAT1 and SGLT1. J Biol Chem 275, 37414-
37422. 
Lovell, S. C., Word, J. M., Richardson, J. S. és Richardson, D. C. (2000). The penultimate 
rotamer library. Proteins 40, 389-408.  
Mabjeesh, N. J., és Kanner, B. I. (1989). Low-affinity gamma-aminobutyric acid transport 
in rat brain. Biochemistry 28, 7694-7699. 
MacKerell Jr., A. D., Bashford, D., Bellot, M., Dunbrack Jr., R. L., Evanseek, J. D., Field, 
M. J., Fischer, S., Gao, J., Guo, H., Ha, S. és mtsai. (1998). All-atom empirical potential 
for molecular modeling and dynamics studies of proteins. J Phys Chem B 102, 3586–3616. 
Madsen, K. K., Clausen, R. P., Larsson, O. M., Krogsgaard-Larsen, P., Schousboe, A. és 
White, H. S. (2009). Synaptic and extrasynaptic GABA transporters as targets for anti-
epileptic drugs. J Neurochem 109 Suppl 1, 139-144. 
Maret, W. és Li, Y. (2009). Coordination dynamics of zinc in proteins. Chem Rev 109, 
4682-4707. 
Mari, S. A., Soragna, A., Castagna, M., Santacroce, M., Perego, C., Bossi, E., Peres, A. és 
Sacchi, V. F. (2006). Role of the conserved glutamine 291 in the rat gamma-aminobutyric 
acid transporter rGAT-1. Cell Mol Life Sci 63, 100-111. 
Mayer, I., Lukovits, I. és Radnai, T. (1992). Hydration of cations: H-bond shortening as an 
electrostatic effect. Chem Phys Lett 188, 595–598. 
 66 
Meinild, A. K., Loo, D. D., Skovstrup, S., Gether, U. és MacAulay, N. (2009). Elucidating 
conformational changes in the gamma-aminobutyric acid transporter-1. J Biol Chem 284, 
16226-16235. 
Melamed, N. és Kanner, B. I. (2004). Transmembrane domains I and II of the gamma-
aminobutyric acid transporter GAT-4 contain molecular determinants of substrate 
specificity. Mol Pharmacol 65, 1452-1461. 
Meldrum, B. S. és Rogawski, M. A. (2007). Molecular targets for antiepileptic drug 
development. Neurotherapeutics 4, 18-61. 
Mitchell, P. (1957). A general theory of membrane transport from studies of bacteria. 
Nature 180, 134-136. 
Mitchell, P. (1979). The Ninth Sir Hans Krebs Lecture. Compartmentation and 
communication in living systems. Ligand conduction: a general catalytic principle in 
chemical, osmotic and chemiosmotic reaction systems. Eur J Biochem 95, 1-20. 
Morris, A. L., MacArthur, M. W., Hutchinson, E. G. és Thornton, J. M. (1992). 
Stereochemical quality of protein structure coordinates. Proteins 12, 345-364. 
Mula, M. és Sander, J. W. (2007). Negative effects of antiepileptic drugs on mood in 
patients with epilepsy. Drug Saf 30, 555-567.  
Murakami, S., Nakashima, R., Yamashita, E. és Yamaguchi, A. (2002). Crystal structure of 
bacterial multidrug efflux transporter AcrB. Nature 419, 587-593. 
Myers, E. W., és Miller, W. (1988). Optimal alignments in linear space. Comput Appl 
Biosci 4, 11-17. 
Nielsen, L., Brehm, L. és Krogsgaard-Larsen, P. (1990). GABA agonists and uptake 
inhibitors. Synthesis, absolute stereochemistry, and enantioselectivity of (R)-(-)- and (S)-
(+)-homo-beta-proline. J Med Chem 33, 71-77. 
Noskov, S. Y. és Roux, B. (2008). Control of ion selectivity in LeuT: two Na+ binding sites 
with two different mechanisms. J Mol Biol 377, 804-818. 
Oberai, A., Ihm, Y., Kim, S. és Bowie, J. U. (2006). A limited universe of membrane 
protein families and folds. Protein Sci 15, 1723-1734. 
Palló, A., Bencsura, Á., Héja, L., Beke, T., Perczel, A., Kardos, J. és Simon, Á. (2007). 
Major human gamma-aminobutyrate transporter: in silico prediction of substrate efficacy. 
Biochem Biophys Res Commun 364, 952-958. 
Palló, A., Simon, Á., Bencsura, Á., Héja, L. és Kardos, J. (2009). Substrate-Na+ complex 
formation: coupling mechanism for gamma-aminobutyrate symporters. Biochem Biophys 
Res Commun 385, 210-214. 
 67 
Pantanowitz, S., Bendahan, A és Kanner, B. I. (1993). Only one of the charged amino 
acids located in the transmembrane alpha-helices of the gamma-aminobutyric acid 
transporter (subtype A) is essential for its activity. J Biol Chem 268, 3222-3225. 
Paoletti, P., Vergnano, A. M., Barbour, B. és Casado, M. (2009). Zinc at glutamatergic 
synapses. Neuroscience 158, 126-136. 
Peltola, J., Peltola, M., Raitanen, J., Keranen, T., Kharazmi, E. és Auvinen, A. (2008). 
Seizure-freedom with combination therapy in localization-related epilepsy. Seizure 17, 
276-280. 
Polgár, T. és Keser , G. M. (2007). Virtual Screening. In Encyclopedia of Pharmaceutical 
Technolog (Informa Healthcare), pp. 4013-4038. 
Quick, M., Winther, A. M., Shi, L., Nissen, P., Weinstein, H. és Javitch, J. A. (2009). 
Binding of an octylglucoside detergent molecule in the second substrate (S2) site of LeuT 
establishes an inhibitor-bound conformation. Proc Natl Acad Sci U S A 106, 5563-5568. 
Ramachandran, G. N., Ramakrishnan, C., és Sasisekharan, V. (1963). Stereochemistry of 
polypeptide chain configurations. J Mol Biol 7, 95-99. 
Ravna, A. W., Jaronczyk, M. és Sylte, I. (2006). A homology model of SERT based on the 
LeuTAa template. Bioorg Med Chem Lett 16, 5594-5597. 
Richerson, G. B. és Wu, Y. (2003). Dynamic equilibrium of neurotransmitter transporters: 
not just for reuptake anymore. J Neurophysiol 90, 1363-1374. 
Rosenberg, A. és Kanner, B. I. (2008). The substrates of the gamma-aminobutyric acid 
transporter GAT-1 induce structural rearrangements around the interface of transmembrane 
domains 1 and 6. J Biol Chem 283, 14376-14383. 
Saier, M. H., Jr., Yen, M. R., Noto, K., Tamang, D. G. és Elkan, C. (2009). The 
Transporter Classification Database: recent advances. Nucleic Acids Res 37, D274-278. 
Schmidt, D. és Loscher, W. (2009). New developments in antiepileptic drug resistance: an 
integrative view. Epilepsy Curr 9, 47-52. 
Schousboe, A., Sarup, A., Larsson, O. M. és White, H. S. (2004). GABA transporters as 
drug targets for modulation of GABAergic activity. Biochem Pharmacol 68, 1557-1563. 
Schwede, T., Kopp, J., Guex, N. és Peitsch, M. C. (2003). SWISS-MODEL: An automated 
protein homology-modeling server. Nucleic Acids Res 31, 3381-3385. 
Screpanti, E. és Hunte, C. (2007). Discontinuous membrane helices in transport proteins 
and their correlation with function. J Struct Biol 159, 261-267. 
 68 
Shi, L., Quick, M., Zhao, Y., Weinstein, H. és Javitch, J. A. (2008). The mechanism of a 
neurotransmitter:sodium symporter--inward release of Na+ and substrate is triggered by 
substrate in a second binding site. Mol Cell 30, 667-677. 
Simon Á, Bencsura Á és Kardos J. (2006) Target structure-based modeling of the 
glutamate transporter pharmacophore. Letters in Drug Design and Discovery 3, 293-297.  
Simon, Á., Bencsura, Á., Palló, A., Héja, L. és Kardos, J. (2008). Emerging the role of the 
structure of brain membrane targets recognizing glutamate. Curr Drug Discov Technol 5, 
70-74. 
Simonyi, M. (1996). Recognition of chiral conformations of the achiral neurotransmitter, γ-
aminobutyric acid,. Enantiomer 1, 403–414. 
Singh, S. K., Yamashita, A. és Gouaux, E. (2007). Antidepressant binding site in a 
bacterial homologue of neurotransmitter transporters. Nature 448, 952-956. 
Singh, S. K., Piscitelli, C. L., Yamashita, A. és Gouaux, E. (2008). A competitive inhibitor 
traps LeuT in an open-to-out conformation. Science 322, 1655-1661. 
Sobczak, I. és Lolkema, J. S. (2005). Structural and mechanistic diversity of secondary 
transporters. Curr Opin Microbiol 8, 161-167. 
Sodhi, J. S., Bryson, K., McGuffin, L. J., Ward, J. J., Wernisch, L. és Jones, D. T. (2004). 
Predicting metal-binding site residues in low-resolution structural models. J Mol Biol 342, 
307-320.  
Tanford, C. (1983). Translocation pathway in the catalysis of active transport. Proc Natl 
Acad Sci U S A 80, 3701-3705. 
Trivedi, S., Gehlot, H. S. és Rao, S. R. (2006). Protein thermostability in Archaea and 
Eubacteria. Genet Mol Res 5, 816-827. 
Tusnády, G. E., Dosztányi, Z. és Simon, I. (2005). TMDET: web server for detecting 
transmembrane regions of proteins by using their 3D coordinates. Bioinformatics 21, 1276-
1277. 
Wein, T. és Wanner, K. T. (2010). Generation of a 3D model for human GABA transporter 
hGAT-1 using molecular modeling and investigation of the binding of GABA. J Mol 
Model 16, 155-161.  
Weyand, S., Shimamura, T., Yajima, S., Suzuki, S., Mirza, O., Krusong, K., Carpenter, E. 
P., Rutherford, N. G., Hadden, J. M., O'Reilly, J. és mtsai (2008). Structure and molecular 
mechanism of a nucleobase-cation-symport-1 family transporter. Science 322, 709-713. 
White, S. H. (2009). Biophysical dissection of membrane proteins. Nature 459, 344-346. 
 69 
Wu, Q., Wada, M., Shimada, A., Yamamoto, A. és Fujita, T. (2006). Functional 
characterization of Zn2+-sensitive GABA transporter expressed in primary cultures of 
astrocytes from rat cerebral cortex. Brain Res 1075, 100-109.  
Xhaard, H., Backstrom, V., Denessiouk, K. és Johnson, M. S. (2008). Coordination of Na+ 
by monoamine ligands in dopamine, norepinephrine, and serotonin transporters. J Chem 
Inf Model 48, 1423-1437. 
Yamashita, A., Singh, S. K., Kawate, T., Jin, Y. és Gouaux, E. (2005). Crystal structure of 
a bacterial homologue of Na+/Cl--dependent neurotransmitter transporters. Nature 437, 
215-223. 
Yernool, D., Boudker, O., Jin, Y. és Gouaux, E. (2004). Structure of a glutamate 
transporter homologue from Pyrococcus horikoshii. Nature 431, 811-818. 
Zhou, Z., Zhen, J., Karpowich, N. K., Goetz, R. M., Law, C. J., Reith, M. E. és Wang, D. 
N. (2007). LeuT-desipramine structure reveals how antidepressants block neurotransmitter 
reuptake. Science 317, 1390-1393. 
Zhou, Z., Zhen, J., Karpowich, N. K., Law, C. J., Reith, M. E. és Wang, D. N. (2009). 
Antidepressant specificity of serotonin transporter suggested by three LeuT-SSRI 
structures. Nat Struct Mol Biol 16, 652-657. 
Zhou, Y., Bennett, E. R. és Kanner, B. I. (2004). The aqueous accessibility in the external 
half of transmembrane domain I of the GABA transporter GAT-1 is modulated by its 
ligands. J Biol Chem 279, 13800-13808. 
Zhou, Y., Zomot, E. és Kanner, B. I. (2006). Identification of a lithium interaction site in 
the gamma-aminobutyric acid (GABA) transporter GAT-1. J Biol Chem 281, 22092-
22099. 
Zink, M., Vollmayr, B., Gebicke-Haerter, P. J. és Henn, F. A. (2009). Reduced expression 
of GABA transporter GAT3 in helpless rats, an animal model of depression. Neurochem 
Res 34, 1584-1593. 
Zomot, E., Bendahan, A., Quick, M., Zhao, Y., Javitch, J. A. és Kanner, B. I. (2007). 









Köszönettel tartozom témavezet mnek, Kardos Juliannának, hogy munkámat végig 
komoly odafigyeléssel irányította, kitartóan támogatta és a kezd  kutatói élet számtalan 
buktatóján átsegített, alapelvek és rutinok megtanításával, hathatós beavatkozással és 
hasznos tanácsokkal. Köszönöm, hogy az itt töltött évek alatt végig számíthattam rá. 
 
Köszönöm Simon Ágnesnek, hogy a modellezés eljárásaira megtanított, és végig 
bármilyen felmerül  kérdésemre, problémámra azonnal választ adott vagy keresett. 
 
Köszönöm Bencsura Ákosnak a molekuladinamikai számításokkal nyújtott segítségét. 
 
Köszönöm Héja Lászlónak, hogy megtanított a kísérletek elvégzésére és kiértékelésére, és 
Kútiné Fekete Erzsébetnek a mérések során nyújtott segítségét.  
 
Köszönöm közvetlen kollégáimnak, Molnár Tündének, Nyitrai Gabriellának, Barabás 
Péternek, Lasztóczi Bálintnak, Szárics Évának, Kékesi Orsolyának és Ribita Dánielnek sok 
segítségüket.  
 
Köszönetet mondok Pálinkás Gábor f igazgató, Hajós György igazgató és Benussi Silvio 
Antonio gazdasági igazgató uraknak a kutatási feltételek megteremtéséért. 
 
Köszönöm az anyagi támogatást a Kémiai Kutatóközpontnak, MediChem2 1/A/005/2004 
NKFP, Transporter Explorer AKF-050068, NKTH KFIIF ALAP4-00061/2005 KMOP-
1.1.2.-07/1-2008-0002 és a TECH-09-A1-2009-0117 pályázatoknak. 
  
 71 
11. MELLÉKLET: AZ ÉRTEKEZÉS TÉMÁJÁT ÉRINT  SAJÁT 
KÖZLEMÉNYEK 
 
Palló, A., Bencsura, Á., Héja, L., Beke, T., Perczel, A., Kardos, J. és Simon, Á. (2007). 
Major human gamma-aminobutyrate transporter: in silico prediction of substrate efficacy. 
Biochem Biophys Res Commun 364, 952-958. 
 
Palló, A., Simon, Á., Bencsura, Á., Héja, L. és Kardos, J. (2009). Substrate-Na+ complex 
formation: coupling mechanism for gamma-aminobutyrate symporters. Biochem Biophys 
Res Commun 385, 210-214. 
 
Kardos, J., Palló, A., Bencsura, Á. és Simon, Á. Assessing structure, function and 
druggability of major inhibitory neurotransmitter -aminobutyrate symporter subtypes 
(elbírálás alatt) 
 
Simon, Á., Bencsura, Á., Palló, A., Héja, L. és Kardos, J. (2008). Emerging the role of the 











Major human c-aminobutyrate transporter: In Silico
prediction of substrate efficacy
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Abstract
The inhibitory c-aminobutyric acid transporter subtype 1 (GAT1) maintains low resting synaptic GABA level, and is a potential tar-
get for antiepileptic drugs. Here we report a high scored binding mode that associates GABA with gating in a homology model of the
human GAT1. Docking and molecular dynamics calculations recognize the amino function of GABA in the H-bonding state favoring
TM1 and TM8 helix residues Y60 and S396, respectively. This ligand binding mode visibly ensures the passage of GABA and substrate
inhibitors (R)-homo-b-Pro, (R)-nipecotic acid, and guvacine. It might therefore represent the principle, sufficient for sorting out less-
effective or non-GAT ligands such as b-Pro, (S)-nipecotic acid, (R)-baclofen, Glu, and Leu.
 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
Keywords: c-Aminobutyrate; Human transporter; Crystal structure-based homology modeling; Substrate docking; Molecular dynamics; Effective conf-
ormation
The inhibitory c-aminobutyrate (GABA) signaling is
known to play a pivotal role in controlling neuronal func-
tion. GABA released during electrical activity is taken up
by Na+/Cl-dependent GABA transporter subtypes
(GATs) that are members of the neurotransmitter sodium
symporter family (NSS) (for reviews see [1–3]). GAT pro-
teins may also serve as drug targets [4,5]. Tiagabine, an
effective inhibitor of human GAT subtype 1 (hGAT1) that
removes GABA from the synaptic cleft and replenishes
neuronal GABA pools [6], has already been successfully
applied as an antiepileptic compound [7].
We explored the hypothesis that recognizing the confor-
mation of substrates in GAT1 may help in predicting [8]
substrate efficacy in silico. The high-resolution structure
of the NSS family member bacterial transporter co-crystal-
lized with its substrate Leu (LeuTAa) [9] was used as a tem-
plate for hGAT1 modeling. Docking protocol best fitting
uptake data were established on a selected set of ligands
including either GABA or transportable substrate inhibi-
tors. In order to predict efficacy, docking score values
and the conformations of ligand-hGAT1 complexes were
analyzed [10,11] and compared with experimental data.
Non-GAT ligands were used to validate docking and
thereby evaluate binding-function relationship, if any.
Materials and methods
The hGAT1 homology model. This model was based on the crystal
structure of a bacterial homologue of Na+/Cl-dependent neurotrans-
mitter transporters (LeuTAa) (PDB entry: 2A65). The homology model
based on the alignment of Yamashita et al. [9] was built using Swiss Model
[12,13]. The modeled protein was prepared with Sybyl 7.3 program
package (Tripos Inc., St. Louis, MO). Hydrogen atoms were integrated
0006-291X/$ - see front matter  2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbrc.2007.10.108
Abbreviations: GABA, c-aminobutyric acid; GAT, c-aminobutyric
acid transporter; hGAT1, human c-aminobutyric acid transporter subtype
1; TM, transmembrane; MD, molecular dynamics.
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with the crystal structure and N-methyl and acetyl units were added to the
chain termini. Then geometry of the protein was subjected to optimization
with MMFF94 force field. To mimic the non-aqueous environment a
distance dependent dielectric constant of 4 and a non-bonded cut-off for
van der Waals interactions of 8 were used. (These parameters were selected
after a series of trial runs, when the minimized structure of LeuTAa
appeared to be the closest to 2A65 if the optimization was performed this
way).
Geometry minimization of the ligands. The minimization was carried
out at the RB3LYP/6-31+G(d,p) level of theory by using Gaussian 03
software package [14]. Additionally, the obtained conformers were opti-
mized at the same level of theory using the IEFPCM (Integral Equation
Formalism Polarizable Continuum Model) solvent model. Low energy
conformers of each ligand in zwitterionic state were used for docking.
Docking ligands into hGAT1. Docking of ligands was optimized in
order to meet requirements concerning the experimental rank of inhibi-
tion. According to the experimental data, the natural ligand GABA is
expected to get a higher docking score than for example b-Ala, which
hardly inhibits the transport. Docking experiments were carried out using
the proteins and ligands described above applying GOLD 3.1.1 (Cam-
bridge Crystallographic Data Centre Software Ltd., Cambridge, UK). All
the residues of the binding crevice of Leu in LeuTAa (A61, L64, G65,
L136, Y140, F294, S295, G297, L300, S396, and T400) were introduced to
GOLD and the default scoring functions were chosen. Amino acid resi-
dues were considered to form a hydrogen bond if the hydrogen atom and
its acceptor were found within 2.5 Å with a donor-H-acceptor angle
between 90 and 180.
To validate the method, preliminary docking experiments were per-
formed on LeuTAa which provided a good agreement between the con-
formations of the docked Leu with the Leu in the crystal structure and
resulted in high score values (GOLD scores 54–60). GABA and inhibitors
listed in Table 1 were docked with hGAT1 afterwards. The Na+(1) in the
hGAT1 was fixed to four residues (N66, N327, S295, and A61), that were
analogous to Na+(1) coordinating residues in LeuTAa. During re-optimi-
zation of the GABA docked hGAT1 complex, Na+(1) was fixed to one
GABA carboxyl oxygen in order to achieve the octahedral orientation of
Na+(1). Members of the ligand set were docked into the optimized
structure, and the distance of Na+(1) and one of the oxygen atoms of the
substrate was constrained to 2.1–2.6 Å. By applying the constraints, score
values changed to a different extent for each inhibitor, bringing the rank
closer to the experimentally observed rank of inhibition. To test flexibility
of the binding core, the sidechain of S396 was rotated around its chi1
torsion angle [15] with ±15 standard deviation. Because the different S396
rotamers caused no change in the binding mode or the score values of
GABA, the binding core was treated later as rigid.
MD calculations. Heavy atoms of hGAT1 in complex with different
ligands (GABA, Leu, b-Ala) obtained from the docking studies were used
as starting structures for the dynamical calculations. First, the required
hydrogen atoms were automatically generated. Then the structures were
energy minimized with 100 steps steepest descent (SD) in several cycles.
During the minimization, positions of heavy atoms were kept in place
with a harmonic restraining force (in kcal/mol/Å: 10, 50, 100, and 500).
The structures were further minimized using 1000 steps adopted basis
Newton–Raphson (ABNR) method without any constraints.
During the MD simulations, the system was first heated from 50 to
300 K in 25 ps with temperature scaling. The system was then equili-
brated at 300 K for 35 ps. After equilibration, the structures were
subjected to a molecular dynamic simulation at 300 K for approxi-
mately 10 ns. During the molecular dynamic simulation, positions of
the atoms beyond 15 Å from any atoms of the ligand were kept con-
stant. Atomic positions were saved for further analysis in every 0.5 ps.
In the case of the GABA ligand, the structure preparation procedure
was slightly modified. The system was heated from 50 to 400 K in 100 ps,
cooled to 300 K in 50 ps, then equilibrated at 300 K for 450 ps. During the
minimization, heating, cooling, and equilibration steps, the coordinates of
the GABA atoms were fixed in their starting position. During molecular
dynamic simulation, positions of the atoms beyond 20 Å from the ligand
were fixed.
All calculations were performed using CHARMMmolecular modeling
program [16] with the combined protein-membrane CHARMM22 force
field [17]. Missing parameters for the ligands were generated from the
standard parameter set based on atom type analogy. Figures were gen-
erated using Pymol [18].
[3H]-GABA uptake experiments. Compounds tested include guvacine,
GABA, Glu (Sigma–Aldrich, Budapest, Hungary), hypotaurine (Tocris:
Bristol, UK), and Leu (Fluka: Budapest, Hungary). Measurements on the
uptake of [3H]-GABA (86 Ci/mmol, Amersham, Little Chalfont, UK) in
the plasma membrane vesicle fraction, freshly isolated from the rat cere-
bral cortex were carried out as described before [19]. The non-specific
binding was determined in the presence of 1 mM guvacine.
Results and discussion
Based on the sequence alignment suggested [9], the
model was built up by applying the Swiss Model [12,13]
and molecular mechanics optimization of the geometry
[20,21]. It was further improved by the addition of water
molecules of LeuTAa. Analysis of backbone and sidechain
torsion angles [22] and the Ramachandran plot did support
the proposed model of the hGAT1 binding crevice. The
overall folding of the hGAT1 homology model was similar
to LeuTAa (Fig. 1). The highest homology between
sequences of LeuTAa and hGAT1 was observed in the
membrane spanning region of the molecule. Differences
between the structure of LeuTAa and hGAT1 were found
in loop regions facing the extracellular space, far from
the binding crevice (Fig. 1).
One of the two sodium ions in the bacterial homologue
Na+(1) fixes the carboxyl group of Leu [9]. This electro-
static interaction was kept in the hGAT1 model by adding
distance constraints between the carboxyl oxygen of the
ligand and the Na+(1). In selecting the most appropriate
docking protocol, we considered the best fit of uptake data
of ligands characterized by the effective concentrations
ranging from micromolar to above millimolar (cf. IC50 val-
ues in Table 1). Ligands listed in Table 1 were docked into
the hGAT1model using the GOLD docking program. In
general, GOLD score values reflected the effectiveness of
transport inhibitors (Table 1). In spite of what was
expected, however, high docking score values were
obtained for non-GAT ligands (R)-baclofen, Glu, and
Leu (Table 1) also. These findings suggested that high
docking score values were not sufficient for predicting sub-
strate inhibition by themselves. Therefore, not only dock-
ing score values but both binding modes and
conformations of ligands in complex with hGAT1 were
analyzed.
Ligands listed in Table 1 showed hydrogen bonding
interactions with at least one of the hGAT1 helices TM1,
TM6a or TM8. The carboxyl group of the substrate
GABA, fixed to the Na+(1), was bound to residues L64
and G65 of the unwound region of TM1 helix (Fig. 2A).
The amino group of GABA showed two binding modes/
conformers with similar docking score values (36.9 ± 0.6
vs. 37.1 ± 1.0). In the GABA(TM1-TM6) binding mode,
the amino group was bound to the TM6a helix residue
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Phe294 (Fig. 2A). Alternatively, in the GABA(TM1-TM8)
binding mode, the H-bonding state of the amino group of
GABA favored the TM1 and TM8 helix residues Y60 and
S396, respectively (Fig. 2A). A chloride ion was introduced
to its proposed binding site, coordinating to Y86, S295,
S331, and N327 [23]. When GABA was docked into this
Table 1
Comparison of GOLD docking score values and uptake data
Ligand Structure GOLD score and abundance* IC50 [lM]
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* In 30 runs; Additional positions were obtained for the following ligands: (R)-nipecotic acid (TM3-TM8: 6/30), Leu (TM6-TM3-TM8: 10/30),
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model, no differences were observed in the docked posi-
tions of GABA compared to the previous runs.
Similarly, most ligands H-bonded to TM1 helix residues
L64 and G65 by their carboxyl group, whereas their amino
function was bound to either the TM6a F294 or the TM1
Y60/TM8 S396 residues. (R)-Homo-b-Pro, (R)-nipecotic
acid, and guvacine were able to adopt the GABA(TM1-
TM8) binding mode with certain probability, providing a
clue that helps in predicting the effectiveness of substrate
inhibitors. Indeed, less effective inhibitors b-Pro and (S)-
nipecotic acid and the non-GAT ligands (R)-baclofen,
Glu, and Leu failed to choose the GABA(TM1-TM8) bind-
ing mode.
Ligands for restricted MD were chosen by taking into
account the results of the docking studies. Under the sim-
ulation conditions, the binding core was similar to the
one used for docking. The average deviation of the heavy
atoms was about 0.5 Å from the starting positions. The dis-
tance of the GABA nitrogen from its three optional bind-
ing atoms was followed. First, hGAT1 in complex with
GABA was subjected to MD calculations, starting with
both binding modes of GABA (Fig. 2B–D). The two differ-
ent starting structures resulted in a very similar GABA ori-
entation that is different in some aspects from the docking
results. In both cases, the hGAT1 Y140 residue OH group
made a hydrogen bond with one of the GABA carboxyl
oxygen atoms. Another similarity is that after several nano-
seconds of simulation GABA made an intra-molecular
hydrogen bond. During initial stages of the simulation
(minimization, heating–cooling-equilibration) the atomic
coordinates of GABA were fixed. Several less restricted
preparation procedures were also tried. These procedures
all resulted in GABA conformations, where GABA made
an intra-molecular hydrogen bond in the very early stages
of the simulation and kept this closed form under the sim-
ulation conditions. Afterward Leu was chosen since it was
one of the ligands with high docking scores but without
effect on GABA transport. Leu had two docked conforma-
tions in hGAT1, cross-linking TM1 and TM6 or TM3 and
TM8, and the binding modes turned out to be relevant
according to MD calculations as well. The third ligand,
b-Ala, had low score values and several binding modes
when docked, which conformers all turned to Y60 and
S396, adopting the binding mode reminiscent of
GABA(TM1-TM8).
Docking calculations diagnose effective substrate inhib-
itors in the GABA(TM1-TM8) binding mode. It is sug-
gested that effective substrate inhibitors can be recognized
by their i) high docking score values and ii) GABA(TM1-
TM8) binding mode. The above prediction, based on the
structure of ligand–hGAT1 complex, was compared with
other pharmacophore models derived from correlations
found between the conformation of the inhibitors and their
transport data [5,24] (Fig. 3A). Docked (R)-homo-b-Pro,
GABA, guvacine, and (R)- and (S)-nipecotic acid were
compared with their conformers [5,24] characterized by
the dihedral angle sC and distance d(N–C) [24] (Fig. 3B
and C). The data in Fig. 3B show the most effective inhib-
itors within the following ranges: 185 ± 15 for sC and
4.1 ± 0.4 Å for d(N–C). Apparently, ligands showing the
GABA(TM1-TM8) binding mode did share this group
(Fig. 3A, orange symbols).
It is suggested that the absence of the GABA(TM1-
TM8) binding mode may have a diagnostic value in pre-
dicting less-effective/non-GAT substrate ligands such as
b-Pro, (S)-nipecotic acid, (R)-baclofen, Glu, and Leu. Alto-
gether, the TM1-TM8 binding mode of hGAT1 docked
GABA fits well the experimentally derived pharmacophore
Fig. 1. Comparison of hGAT1 homology model (green) with the crystal structure of bacterial LeuTAa (light blue) in complex with Leu (red dots in the
middle) embedded in the membrane [9]. Different hGAT1 regions are indicated in red.
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model of GABA (Fig. 3A, brown square [5]). In contrast,
the ‘‘closed’’ GABA conformation obtained by restricted
MD calculations was not supported by the pharmacophore
model and most likely corresponds to the initial conforma-
tional change with a local energy minimum on the potential
energy landscape. One may speculate [9] if the initial and
the trafficking conformations of GABA were similar. If this
is the case, the trafficking GABA will obviously change
conformation when binding and gating occur. The lifetime
of the active hGAT1 that can be drawn with some knowl-
edge of the overall rate constant (k = 0.0044 s1, 40 lM
GABA) [25] is recognized as sufficient for allowing equilib-
rium substrate binding.
The special role of the amino acid residues in binding
docked substrates is in line with previous point-mutation
experiments. For example when Y60, to which the effective
inhibitors bind, is mutated to residues C, E or T, the
GABA transporter activity falls to less than 5% [26,27].
The same happens when the amino acids involved in bind-
ing the carboxyl group of the ligand in our hGAT1 model,
TM1 L64 and G63, are mutated to C [26,27]. Mutations of
TM8 S396 [28] and TM6a Y296 [29] also cause a reduction
in GABA transport and ion currents, but these effects are
smaller than those in case of TM1 helix residues.
In conclusion, in order to predict whether a molecule
should inhibit GABA transport or not, we built an hGAT1
homology model. Clearly, the high docking score values
obtained for binding interactions of ligand-hGAT1 com-
plexes we get are not sufficient to allow meaningful conclu-
sions. On the other hand, it is easy to recognize an
additional possibility. When the hGAT1 is in its active con-
formation, the TM1 and TM8 helix residues Y60 and S396
now clamp down onto the amino function of GABA and
substrate inhibitors such as (R)-homo-b-Pro, (R)-nipecotic
Fig. 2. Comparison of the binding modes of GABA in the hGAT1 binding crevice obtained with docking (A) and molecular dynamics (B–D) calculations.
(A) Docking calculations suggest two major binding modes according to the position of the amino group of GABA. Color code: yellow backbone—
GABA(TM1-TM8), grey backbone—GABA(TM1-TM6). Purple sphere—Na+(1). Dashed lines indicate hydrogen bonding: Backbones of sidechains
involved have the same color as the helices which they belong to. (B) Molecular dynamics calculations showed that both GABA(TM1-TM6) and
GABA(TM1-TM8) turned into the GABA(TM1-TM8) binding mode. After 5 ns, the amino group of GABA stays in the range of H-bond with the
backbone oxygen atom of Y60 (C), and at least 4 Å away from the backbone oxygen of Y296 (D). Distance of the amino group of GABA and the
sidechain oxygen of S396 suggests the GABA(TM1-TM8) binding mode, however, bonding weakened for 5 ns. GABA(TM1-TM6)—lines, GABA(TM1-
TM8)—squares.
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acid, and guvacine. This TM1-TM8 docking mode will tell
us about the pharmacophore conformation that produces
hGAT1 gating. The pharmacophore conformation is sepa-
rate from the initial (trafficking) conformation of GABA.
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a b s t r a c t
Crystal structures of transmembrane transport proteins belonging to the important families of neuro-
transmitter-sodium symporters reveal how they transport neurotransmitters across membranes.
Substrate-induced structural conformations of gated neurotransmitter-sodium symporters have been
in the focus of research, however, a key question concerning the mechanism of Na+ ion coupling remained
unanswered. Homology models of human glial transporter subtypes of the major inhibitory neurotrans-
mitter c-aminobutyric acid were built. In accordance with selectivity data for subtype 2 vs. 3, docking and
molecular dynamics calculations suggest similar orthosteric substrate (inhibitor) conformations and
binding crevices but distinguishable allosteric Zn2+ ion binding motifs. Considering the occluded confor-
mational states of glial human c-aminobutyric acid transporter subtypes, we found major semi-extended
and minor ring-like conformations of zwitterionic c-aminobutyric acid in complex with Na+ ion. The exis-
tence of the minor ring-like conformation of c-aminobutyric acid in complex with Na+ ion may be attrib-
uted to the strengthening of the intramolecular H-bond by the electrostatic effect of Na+ ion. Coupling
substrate uptake into cells with the thermodynamically favorable Na+ ion movement through
substrate–Na+ ion complex formation may be a mechanistic principle featuring transmembrane neuro-
transmitter-sodium symporter proteins.
 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
Introduction
Crystal structure-based mechanistic principles of neurotrans-
mitter-sodium symporters (NSSs) have been in the focus of
research, due to the fundamental role played by NSSs in signaling
and pathomechanism of central nervous system (CNS) diseases
including depression, Parkinsonism and epilepsy [1–8]. A member
of the NSS family, the neuronal plasma membrane-localized sub-
type of the human transporter for the inhibitory transmitter
c-aminobutyric acid (GABA) hGAT-1 has been a target for the de-
sign of antiepileptic therapeutics [9–11]. However, much less is
known about the substrate specificity of the glial subtypes of the
human GABA transporters hGAT-2 vs. hGAT-3 [12–14]. To date
no specific inhibitor of hGAT-2 or hGAT-3 is available. Zn2+ ion,
however, does exert subtype selective inhibition of GAT-3 vs.
GAT-2 [15,16] and interacts with the NSS family member dopa-
mine transporter through its His375 residue [17]. In addition,
mutations of the corresponding Thr349 of hGAT-1 to His in combi-
nation with either Glu370His or Gln374Cys in GAT-1 conveyed
Zn2+ ion-sensitivity to, the otherwise Zn2+ ion-insensitive GAT-1
[18]. We investigated whether it is possible to design selective
inhibitors based on the orthosteric binding site and what can be
the structural motif for the distinguishable subtype inhibition by
Zn2+ ion.
To answer these questions we used the high resolution struc-
ture of the leucine transporter of Aquifex aeolicus (LeuT), the eubac-
terial orthologue of GABA transporters [19] (Supplementary
Scheme S1). LeuT consists of 12 transmembrane helices (TMs) that
include discontinuous helices TM1 and TM6 [19,20]. Alternate
access to the substrate binding core with opening to either the
extracellular or the intracellular pathway [2,21] has been substan-
tiated in crystallographic studies by disclosing the occluded [19],
the extracellular vestibule-blocked [6] and the outward-facing
open conformations [5] of LeuT. To model substrate/substrate
inhibitor binding, we selected LeuT in the occluded state, in which
access to the substrate binding core is blocked by protein residues
[4,19]. Considering occluded LeuT, one of the two sodium ions
Na+(1) has an octahedral coordination comprising Leu. Na+(2) is lo-
cated nearby, but is not bound to Leu [19]. Molecular dynamics
(MD) calculations suggest that Na+(1) participates in Leu transport
0006-291X/$ - see front matter  2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
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whereby Na+(2) stabilizes the binding core of Leu [22,23]. In order
to explore subtype selective interactions, homology models of
hGAT-2 and hGAT-3 were built and searched for (i) substrate con-
formation, (ii) prediction of substrate (inhibitor) interaction, and
(iii) distinguishable allosteric Zn2+ inhibition by combining docking
and MD calculations. In silico results have been compared with
published and new data obtained from measurements on GABA
uptake inhibition.
Materials and methods
Building hGAT-2 and hGAT-3 homology models. Alignment of the
hGAT-1 sequence to the LeuT crystal structure (pdb entry: 2A65)
according to Yamashita et al. [19] was followed by the alignment
of the hGAT-3 sequence to the previously fitted hGAT-1 sequence
according to Beuming et al. [24] and hGAT-2 according to Chris-
tiansen et al. [25]. Homology models were built using Swiss-Model
[26,27] and the modeled proteins were prepared by Sybyl 8.0 pro-
gram package (Tripos Inc., St. Louis, MO). H atoms were added to
the crystal structure and N-methyl and acetyl units to the chain
termini. Protein coordinates were optimized with MMFF94 force
field. To mimic the non-aqueous environment a distance depen-
dent dielectric constant of 4 and a non-bonded cut-off for van
der Waals interactions of 8 were used [28]. The geometry optimi-
zation process started with H atoms, followed by protein side
chains, and finally the whole structure was optimized whereas
Na+(1) was fixed to its neighbor atoms by distance constraints.
Analysis of backbone and side chain torsion angles and the Rama-
chandran plot [29] supported the proposed model of the glial
transporters. Ligands for docking were optimized using MMFF94
force field.
Docking ligands into hGAT-2 and hGAT-3. The docking method
was similar to the one applied for hGAT-1 [28], but using an ex-
panded binding crevice. Docking was performed using the proteins
and ligands described above, applying GOLD 4.0 (Cambridge Crys-
tallographic Data Centre Software Ltd., Cambridge, UK). For the
binding crevice, all amino acids corresponding to the binding core
of LeuT were selected and this selection was extended by addi-
tional amino acids around the binding core which differ in the
two glial subtypes (Fig. S1). During docking a distance constraint
was used between Na+(1) and one of the ligand carboxyl oxygen
atoms allowing their distance to vary within 2.1–2.6 Å.
MD calculations. Coordinates of the heavy atoms of hGAT-2/3 in
complex with GABA obtained from the docking studies were used
as starting structures for MD calculations. First, the required
hydrogen atoms were automatically generated, than the structures
were energy minimized with 100 steps steepest descent (SD) in
several cycles. During the minimization procedure, positions of
heavy atoms were kept in place with a harmonic restraining force
(1000, 500, 100, 50 and 10 kcal/mol/Å). The structures were further
minimized by 1000 steps adopted basis Newton–Raphson (ABNR)
method, without any constrains. During the MD simulations the
system was first heated from 50 to 300 K in 100 ps with tempera-
ture scaling, than the system was equilibrated at 300 K for 100 ps.
After equilibration the structures were subjected to an approxi-
mately 16 ns MD simulation at 300 K. During the MD simulation,
positions of the atoms beyond 20 Å from any atoms of the ligand
were fixed. Atomic coordinates were saved in every 1.0 ps and
positions of the last 12 ns of the simulations were used for further
analysis. All calculations were performed using CHARMM molecu-
lar modeling program [30] with the combined protein-membrane
CHARMM22 force field [31].
In case of simulations with the Zn2+ ion, a solvent accessible
surface area based implicit solvation model [32], implemented in
the SASA module of the CHARMM program was used. Solvation
parameters 0.144 for hydrophilic groups, 0.024 for hydrophobic
groups were used, all other parameters were default. During a
10 ns MD simulation at 300 K, atomic coordinates of all residues
were fixed except those representing residues above the mem-
brane in the extracellular space. The position of the membrane
was obtained by visually examining results of the TMDET mem-
brane position predicting server [33]. Atomic coordinates of the
Leu512 (hGAT-2) or Gly550 (hGAT-3) Ca atom were used as the
top of the membrane. During the course of the simulations, atoms
constructing the first coordination shell of the Zn2+ ion did not
change.
Figures were generated using Pymol (The PyMOL molecular
graphics system, DeLano Scientific, Palo Alto, CA, USA. http://
www.pymol.org).
[3H]-GABA uptake measurements. All compounds were pur-
chased from Tocris Bioscience (Bristol, UK) excepting (S)-2,3-dia-
mino-propionic acid (DAPA; Fluka, Budapest, Hungary). DAPA,
Tau and b-Ala were assayed in measurements of [3H]-GABA
uptake in plasma membrane vesicle fraction as described [34] in
the presence of 1 mM 1-(2-{[(diphenylmethylene)amino]oxy}-
ethyl)-1,2,5,6-tetrahydro-3-pyridine-carboxylic acid hydrochloride
(NNC-711) to block hGAT-1. The non-specific binding was deter-
mined in the presence of 3 mM 1,2,3,6-tetrahydro-3-pyridinecarb-
oxylic acid (guvacine).
Fig. 1. Comparison of hGAT-2 (yellow) and hGAT-3 (green) homology models. (A).
Global structure of the models, built up based on the LeuT structure (see Methods).
(B). GABA binding domain of the transporter models. Binding core residues of both
proteins are shown as yellow sticks (hGAT-2) and green sticks (hGAT-3). The
number 1 sodium ion Na+ (1) [19] is shown as sphere.
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Results and discussion
Homology models of hGAT-2/3
Based on the sequence alignment suggested [19,24,25],
homology models of the occluded state were built using Swiss-
Model [26,27] followed by structure optimization by molecular
mechanics. Global transmembrane architectures of hGAT-2/3
were similar to each other (Fig. 1A). Differences were found in
the extracellular and intracellular loops varying mostly in the
second extracellular loop (EL2). The EL2 loop is incomplete in
the LeuT and its length varies in hGAT-2/3 (Scheme S1). Sub-
strate binding cores involve the same residues and show similar
architectures (Fig. 1B, Fig. S1).
Formation of GABA–Na+(1) complexes in hGAT-2/3
GABA was docked into the substrate binding core defined by the
Leu binding amino acid residues of LeuT. Based on analogous posi-
tioning of Na+(1) and substrates in LeuT and hGAT-1 [28], a dis-
tance constraint of 2.1–2.6 Å was applied between one of the
oxygen atoms of GABA and Na+(1) for docking. GABA displayed
similar conformations in hGAT-2 and hGAT-3 (Fig. S1). Next, GABA
docked in hGAT-2 and hGAT-3 was subjected to MD, whereby
GABA, Na+ ions and the surrounding protein were allowed to move
freely within a 20 Å radius. In both transporters, one of GABA oxy-
gen atoms (O1 or O2) was found mostly close (2.1–2.4 Å) whereas
the other one far (4.0–4.4 Å) from Na+(1) (Fig. S2). Thus, MD simu-
lations substantiated the use of the Na+(1) constraint, indicating
that Na+(1) is tightly bound to GABA in the occluded state of
hGAT-2/3.
Semi-extended and ring-like conformations of GABA–Na+(1)
complexes in hGAT-2/3
The O–N distance of GABA was followed during MD. The resul-
tant histogram showed amajor state with 4.2–5.6 and 4.8–6.0 Å for
O1–N and O2–N, respectively. The minor state was characterized
by 2.5–4.1 and 2.5–4.7 Å for O1–N and O2–N, respectively (Table
1; Figs. S2 and S3). The distance between the N and carboxyl C
atoms of GABA (dN–C(1) [35,28]) was most frequently found within
the 4.0–5.0 Å range in both subtypes (Table 1; Figs. S4 and S5). Ma-
jor semi-extended and minor ring-like conformations of GABA in
complex with Na+(1) (Table 1) were also characterized by changes
in N–C(a)–C(b)–C(c) (sN) and C(a)–C(b)–C(c)–C(1) (sC) torsion an-
gles. The existence of the minor ring-like conformation of GABA in
complex with Na+(1) may be attributed to the strengthening of the
intramolecular H-bond by the electrostatic effect of Na+(1) [36].
Attempts to experimental distinction of hGAT-2 vs. hGAT-3
Several substrates/substrate inhibitors, selected by their differ-
ent IC50 values [37] and hGAT-1 vs. hGAT-2/3 selectivity, were also
docked into the glial hGAT-2/3 by applying the above Na+(1) dis-
tance constraint (Fig. 2). Regression analysis showed a tendency
of coupling lower IC50 values with higher GOLD scores values,
but correlations were poor in both cases (hGAT-2: R = 0.66;
hGAT-3: R = 0.54). These findings suggest that docking into the
substrate binding cores might not be appropriate to predict
whether a ligand would act on glial GABA transport or not.
Next we asked whether a substrate discriminating the glial sub-
types could get different scores. Reportedly, 100 lmol DAPA ((S)-
2,3-diamino-propionic acid) diminished the GABA uptake through
Table 1
Major conformations of GABA–Na+(1) complexes after MD simulations. For corresponding time series and histograms see Figs. S2, S3 and S4.
GABA in hGAT-2
sN: 60 sN: +60
sC: 180 sC: 60
dN–C(1): 4.0–5.0 Å dN–C(1): 2.9–3.4 Å
dN–O1: 4.2–5.6 Å dN–O1: 2.5–3.5 Å
dN–O2: 4.8–6.0 Å dN–O2: 3.6–4.7 Å
dO1–Na+(1): 3.5–4.5 Å dO1–Na+(1): 3.5–4.5 Å
dO2–Na+(1): 2.0–2.5 Å dO2–Na+(1): 2.0–2.5 Å
GABA in hGAT-3
sN: 60 sN: 60
sC: 180 sC: +60
dN–C(1): 4.0–5.0 Å dN–C(1): 2.8–3.9 Å
dN–O1: 4.2–5.6 Å dN–O1: 2.5–4.1 Å
dN–O2: 4.8 ; 6.0 Å dN–O2: 2.5–4.7 Å
dO1–Na+(1): 3.5–4.5 Å dO1–Na+(1): 3.5–4.5 Å
dO2–Na+(1): 2.0–2.5 Å dO2–Na+(1): 2.0–2.5 Å
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hGAT-3 (i.e.mouse GAT-4) and hGAT-2 (i.e.mouse GAT-3) to 9 ± 1%
and 46 ± 6%, respectively, without affecting hGAT-1 significantly
[14]. To obtain IC50 values for DAPA, [3H-GABA] uptake in brain
homogenates was measured in the presence of hGAT-1 inhibitor
NNC-711 (Fig. S6). In accordance with data obtained from cloned
transporters [14], data could be described by higher
(1.2 ± 0.1 lM) and lower affinity processes (23.5 ± 0.8 lM)
(Fig. S6). DAPA was also docked in hGAT-2 and hGAT-3 resulting
in high and similar scores, however, the higher affinity process
was rather associated with hGAT-2, if any (Fig. 2). The low predic-
tive power of correlation between GOLD score vs. IC50 values for
substrates/substrate inhibitors obtained this way is explained by
the similarity of substrate binding cores of hGAT-2 and hGAT-3
in the occluded state. Finding little, if any, difference in hGAT-2/3
substrate binding sites, we looked after possible allosteric
inhibitors.
Possible allosteric role of Zn2+ ion
Fast scanning of hGAT-3 by MetSite server [38] suggested sev-
eral Zn2+ ion binding amino acid residues, including Glu362. Close
to the membrane re-entrant EL4, the outward-facing TM7 residues
Glu362 in hGAT-3 and Glu342 in hGAT-2 match closely to Thr349
in hGAT-1 (Scheme S1) and His375, the Zn2+ ion binding residue of
the dopamine transporter [17]. Hence, we docked Zn2+ ion next to
Glu362 and Glu342 in hGAT-3 and hGAT-2, respectively. MD stim-
ulations of the protein–Zn2+ complexes showed the favorable octa-
hedral and strong coordination for Zn2+ ion (Fig. 3). In hGAT-2, Zn2+
ion was coordinated by backbone oxygen of Phe338, Gln341,
Glu342 and Gln343 at the interface of the extracellular loop 4
(EL4) with the TM7 helix and Gly257, Ala259 of the extracellular
loop 3 (EL3). In hGAT-3, Zn2+ ion was also coordinated by TM7–
EL4 interface residues Phe358, Met359 and Tyr361 through their
backbone oxygen atoms. In addition, the side chain oxygen of the
EL2 Asn190 and Ser192 and the backbone oxygen of EL2 Tyr191,
missing from the EL2 sequence in hGAT-2, participated in the coor-
dination of Zn2+ ion. We suggest that Zn2+ ion coordination by
hGAT-3 EL2 may block the outward facing open conformation.
Fig. 2. Comparison of GOLD score values and IC50 values of substrate inhibitors on
cloned cell lines [14,37] (open symbols) and native plasma membrane vesicle
fraction (filled symbols) for hGAT-2 (A) and hGAT-3 (B). Linear regression analysis
was performed using IC50 obtained with cloned cell lines by omitting taurine.
Fig. 3. Binding crevice of Zn2+ ion in hGAT-2 (A) and hGAT-3 (B). Color code: dark
green – TM7 helix, light green – EL3 loop, yellow – EL2 loop [19]. Residues
coordinating Zn2+ ion in hGAT-2 are located mostly at the interface of the TM7
(Phe338 and Gln341) and EL4 loop (Glu342 and Gln343). Gly257 and Ala259 are
part of the EL3 loop connecting TM5 and TM6. Residues coordinating Zn2+ ion in
hGAT-3 are located at the EL2 loop (Asn190, Tyr191 and Ser192) as well as at the
extracellular tip of the TM7 helix (Phe358, Met359 and Tyr361), near EL4.
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Conclusions
Coupling substrate uptake into cells with the thermodynami-
cally favorable Na+ ion movement through substrate–Na+ ion com-
plex formation in the occluded state may be a mechanistic
principle of the NSS family transporters. In contrast with the hu-
man neuronal GABA transporter [28], a sensible search for selective
orthosteric inhibitors is obstructed by the similar substrate binding
core architecture of human glial GABA transporter subtype 2/3,
however distinguishable allosteric Zn2+ ion binding motifs might
be utilized to design subtype-selective inhibitors.
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Scheme S1. Alignment of LeuT and the human GABA transporters. hGAT-1 is aligned to LeuT 
according to Yamashita et al., (2005) hGAT-2 and hGAT-3 are aligned to hGAT-1 according to the 
alignment of Beuming et al., (2006) (http://pbtest.med.cornell.edu/trac/app). Helices TM1a,b, TM3, 
TM6a,b, TM8 and TM10 are bordered with red, orange, green, light and deep blue, respectively. EL2 
loop is bordered by a yellow line. Residues coordinating Na+(1) and Na+(2) are highlighted in light blue 
and purple, respectively, and substrate binding residues in yellow. Note, that Ala61 of and Ser396 of 
hGAT-1 and corresponding residues in all other transporters are involved both in substrate and in 





Fig. S1. Docked conformations of GABA (green) in the binding crevice of hGAT-2 and hGAT-3 
transporters (this study) using a distance constraint of 2.1-2.6 Å between one of the GABA carboxyl 
oxygen atoms and Na+(1). These values correspond to the distances between Na+(1) and its coordinating 
atoms in the crystal structure of LeuT (Yamashita et al., 2005). The following binding crevice residues 
were used as input for the docking process. hGAT-2: Glu30 Ile31 Leu34 Gly35 Asn36 Val104 Leu107 
Tyr111 Phe270 Ser271 Ala273 Leu276 Cys278 Ser294 Ser362 Val365 Cys366. hGAT-3: Glu66 Ile67 
Leu70 Gly71 Asn72 Glu140 Leu143 Tyr147 Phe308 Ser309 Ala311 Leu314 Cys316 Asn341 Ser410 






















Fig. S2 Time series plots of the hGAT-2 + GABA molecular dynamics (MD) run. 
A, Time series plot of the distance between Na+(1) and the oxygen atoms (O1 and O2) of GABA. 
Distance between Na+(1) and O1 is shown in red, distance between Na+(1) and O2 is shown in green. 
Na+(1) remains in the 2.0-2.5 Å proximity of O2 throughout the simulation, suggesting an attractive, 
electrostatic interaction between GABA and Na+ and the formation of the GABA-Na+(1) complex. B, 
Time series plot of the distance between the nitrogen atom and the oxygen atoms of GABA. Distance 
between N and O1 (δN-O1) is shown in red, distance between N and O2 (δN-O2) in green. GABA 
dominantly adopts a semi-extended conformation in the hGAT-2 transporter, however, it is able to form 
a ring-like structure (eg. between 12.5 and 14 ns). C, Histogram of the δN-O1 distances (B: red). The 
distance range of 4.2-5.6 Å refers to the dominant, semi-extended conformation, and the distance range 
between 2.5-3.5 Å corresponds to the transiently occurring ring-like structure. D, Histogram of the δN-O2 
distances (B: green). The distance range of 4.8-6.0 Å refers to the dominant, semi-extended 













Fig. S3. Time series plots of the hGAT-3 + GABA molecular dynamics (MD) run. 
A, Time series plot of the distance between Na+(1) and the oxygen atoms (O1 and O2) of GABA. 
Distance between Na+(1) and O1 is shown in red, distance between Na+(1) and O2 is shown in green. 
Na+(1) remains in the 2.0-2.5 Å proximity of O2, suggesting an attractive, electrostatic interaction 
between GABA and Na+ and the formation of the GABA-Na+(1) complex. The GABA-Na+(1) complex 
may be formed with O1 or O2, as seen between 6 and 7 ns, when O2 (red) also approaches Na+(1). B, 
Time series plot of the distance between the nitrogen atom and the oxygen atoms of GABA. Distance 
between N and O1 (δN-O1) is shown in red, distance between N and O2 (δN-O2) in green. GABA 
dominantly adopts a semi-extended conformation in the hGAT-3 transporter; however, it also adopts a 
ring-like structure (prior to 6 ns). C, Histogram of the δN-O1 distances (B: red). The distance range of 
4.2-5.6 Å refers to the dominant, semi-extended conformation of GABA in hGAT-3. The distance range 
of 2.5-4.1 Å corresponds to the ring-like structure. It is worth to note, that the two conformation sets are 
not strictly distinct. The transition from one conformation pattern to the other is rather continuous. D, 
Histogram of the δN-O2 distances (B: green), corresponding to the semi-extended and ring-like 













Fig. S4. Histogram plots of GABA dihedral angles N and C in hGAT-2 and in hGAT-3.  
 
A, Histogram plot of GABA dihedral angle N, in hGAT-2. The dominant value of N is around -60° 
(“gauche minus” state). In addition: N values around +60° (gauche plus) and +/-180° (anti-periplanar) 
are also present. B, Histogram plot of GABA dihedral angle N, in hGAT-3. The dominant value of N is 
also around -60° (“gauche minus” state). In addition: N around +60° (gauche plus) and +/-180° (anti-
periplanar) are also present. C, Histogram plot of GABA dihedral angle C, in hGAT-2. The dominant 
value of C is +/-180° (anti-periplanar) state. Dihedral angles around +60° and -60° (gauche plus and 
gauche minus) are also present. D, Histogram plot of GABA dihedral angle C, in hGAT-3. The 














Fig. S5. Distance between GABA N and GABA C atoms ( N-C(1)) in hGAT-2 and in hGAT-3. A, Time 
series plot of the N-C(1) distance in hGAT-2. B, Histogram plot of the distribution of N-C(1) distances. 
The distance range of 4-5 Å refers to the dominant, semi-extended conformation of GABA in hGAT-2. 
The distance range around 2.9-3.4 Å corresponds to the transiently occurring ring-like structure. C, 
Time series plot of the N-C(1) distance in hGAT-3. D, Histogram plot of the distribution of N-C(1) 
distances. The distance range of 4.0-5.0 Å refers to the dominant, semi-extended conformation of 











Fig. S6. Effect of (S)-2,3-diamino-propionic acid (DAPA) and taurine and β-alanine [3H]GABA uptake 
in rat cerebrocortical plasma membrane vesicle fraction. 
In order to pharmacologically isolate GAT-2 and GAT-3 from GAT-1, NNC-711 in 1 mM 
concentration was applied. Uptake displacement by DAPA was considered as a two process inhibition, 
with IC50 values of 1.2 ± 0.1 μM and 23.5 ± 0.8 μM for DAPA (R
2 = 0.998, Chi2/DoF = 4.7) and as a 
one process inhibition, with IC50 values of 8.9 ± 0.1 μM (R
2 = 0.989, Chi2/DoF = 18.4). Considering the 
similarities of IC50 values on cloned cell lines
 (Kragler et al., 2005), the uptake inhibition of taurine and 
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Ambient level of -aminobutyric acid (GABA), the major inhibitory neurotransmitter 
of the brain is mediated by neuronal and glial GABA transporters (GATs), members of the 
sodium and chloride ion-dependent solute carrier family. The neuronal GABA transporter 
subtype has already been proven to be a target for the antiepileptic drug Tiagabine, whereas 
druggability of glial GATs is far from understood. 
Recent advance in structure elucidation of a bacterial orthologue leucine transporter in 
complex with different solutes substantiates homology modeling of human GATs (hGATs) 
providing mechanistic clues for structure-based prediction of the potential of medicinal 
chemistry campaigns. A characteristic structural feature of the occluded conformation of 
hGATs is that similar extra- and intracellular gates are formed by middle-broken TM1 and 
TM6 helices. Binding crevice developed by unwound segments of broken helices facilitates 
symport causing GABA to fit TM1-bound Na+(1) closely inside. In accordance, a favored 
accommodation of substrate inhibitors with high docking score predicts efficient inhibition of 
transport through the neuronal hGAT-1 if the TM1 binding prerequisite were combined. 
Docking, molecular dynamics and uptake data indicate, that amino acids participating in 
substrate binding of hGAT-1 and glial (hGAT-2, hGAT-/3) subtypes are different. By 
contrast, substrate binding crevices of hGAT-2/3 cannot be distinguished, avoiding sensible 
prediction of efficient substrate inhibitors. Glial subtypes might be specifically distinguished 
by interfering Zn2+ binding in the second extracellular loop of hGAT-3. Formation of the 
unique ring-like Na+-GABA complex in the occluded binding crevices anticipates family 





Keywords: LeuT structure, Homology modeling, Neuronal and glial GABA transporter 
subtypes, Pharmacophore, Sodium-GABA complex, Zinc binding site.  
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1. INTRODUCTION 
The major inhibitory neurotransmitter within the brain [1] -aminobutyric acid 
(GABA) that is released during neural activity is taken up by neuronal and glial GABA 
transporter subtypes GAT-1 and GAT-2/GAT-3, respectively [2-4], translocating GABA 
uphill its concentration gradient [5, 6]. The driving force for the uphill GABA transport is 
the coupled movement of Na+ ion down its concentration gradient, existing between 
extracellular (EC) and intracellular (IC) compartments [7-10]. 
GATs are members of the sodium and chloride ion-dependent solute carrier 6 
(SLC6) family [11-13]. The movement of GABA is coupled to sodium and chloride ions at 
a 2Na+:1Cl-:1GABA ratio per transport cycle [14, 15]. It is suggested, that the electrogenic 
nature of GABA transport resides in the movement of Na+ ion [16], whereby Cl- ion does 
not contribute to the transported net charge [17]. Such an electrogenic neurotransmitter 
transport is maintained by the coupled work of (Na+/K+)-ATPase, that pumps Na+ ion 
outside [18-22]. 
Members of the SLC6 family, including monoamine neurotransmitter transporters 
(dopamine, serotonin, norepinephrine) and GATs are potential targets for antidepressants 
and antiepileptic drugs (AEDS), respectively [23-27]. Successful design has provided 
Tiagabine (Gabitril™) acting on GAT-1 [28, 29]. However, it has been reported to have 
side effects like dizziness and tremor [30]. Furthermore, Tiagabine presents an 
intermediate risk of depression (4 % of the patients) [31, 32] possibly related to the 
decreased expression level of GATs associated with depression [33]. Phase II clinical trials 
using Tiagabine for anxiety, neuropathic pain and insomnia has also been explored [30]. 
About 20-30 per cent of epileptics can not be treated with known AEDS [34]. 
Refractoriness to AEDS as well as side-effects prompted “original drug” discovery 
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campaigns to develop new strategies by exploring new targets for the treatment of epilepsy 
[35], including the glial subtypes of GATs [4, 36], [37]. Increased expression of glial 
GATs may provide new strategy to combat epilepsy through the glutamate-GABA 
exchange mechanism [38]. 
Disclosure of the high resolution crystal structure of leucine transporter from 
Aquifex aeolicus (LeuT) in an occluded state with Leu [39] catalyzed searches for 
druggability of SLC6 family transporter subtypes [24, 40-48]. Here we review LeuT 
structure-based homology modeling of human GAT subtypes (hGATs) in the occluded 
state with GABA and different approaches developed in order to predict GABA transporter 
subtype-specific functions.  
 
2. LeuT STRUCTURES PREDICT FUNCTION 
Solute transporters are membrane proteins spreading throughout plant and animal 
kingdoms [49]. They can be classified into five superfamilies according their functions, 
inherent energy requirements and supply: 1) channels and pores, 2) electrochemical 
potential-driven transporters, 3) primary active transporters, 4) group translocators and 5) 
transmembrane electron carriers [9]. Fig. (1a) shows, that hGATs and the bacterial LeuT 
are homologous proteins that belong to the same superfamily of electrochemical potential 
driven transporters [9]. 
Albeit over 25 % of the proteins are membrane-embedded [50], structural data 
represent negligible, but continuously increasing [51], quota in the Protein Data Bank [52]. To 
gain atomic resolution structure of mammalian membrane protein with the appropriate folding 
by generating a crystal is still a challenge [53-56]. Difficulties can be overcome by 
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crystallizing more stable orthologue proteins of thermophilic bacteria, having more 
interactions to stabilize the fold and to save the function in the high temperature environment 
[57]. Indeed, the first crystal structure of a secondary transporter was obtained for AcrB, the 
major multidrug exporter from Escherichia coli [58], a bacterial orthologue of the human 
ABC transporters (Fig. (1a)). It is to note, that the structure served as a template for early 
homology modeling of DAT [59]. The first two reported structures of porters lactate permease 
[60] and glycerol-3-phosphate transporter [61], were also from Escherichia coli. 
Subsequently, a bacterial orthologue of the human excitatory amino acid transporters, the 
Na+-dependent aspartate transporter from Pyroccocus horikoshii was crystallized [62] (Fig. 
(1a)). This was followed by an 1.65 Å resolution determination of the structure of LeuT of 





Fig. (1). Phylogenetic tree of human plasma membrane transporters for major excitatory and inhibitory 
neurotransmitters, neuromodulators and metabolites and their bacterial orthologues (Leu transporter 
LeuT from Aquifex aeolicus, Glu transporter Glt from Pyrococcus horikoshii). Other bacterial 
transporters with known crystal structure (lactose permease LacY, Glycerol-3-phosphate transporter 
GlpT, major multidrug exporter AcrB, all from Escherichia coli and Sodium independent amino acid 
transporter ApcT from Methanocaldococcus jannaschii, benzyl-hydantoin transporter from 
Microbacterium liquefaciens, and sodium/galactose symporter from Vibrio parahaemolyticus or 
related function (Glu/GABA from Lactococcus lactis) are also compared. Sequence alignments and 
the matrix for the tree were generated using ClustalW [105] and phylogeny.fr server [106]. The tree 
was drawn with Phylowidget [107]. 
(a) GAT-1: Neuronal GABA transporter subtype; SERT: Serotonin transporter; EAAT1/2: 
Glial excitatory amino acid transporter subtypes; EAAT3: Neuronal excitatory amino acid transporter 
subtype; C4 dicarboxylateT: Succinate transporter; Glu/GABA: Glutamate/GABA antiporter, Mhp1: 
benzyl-hydantoin transporter from Microbacterium liquefaciens, vSGLT: sodium/galactose symporter 
from Vibrio parahaemolyticus. 
(b) GAT-1: Neuronal GABA transporter subtype; GAT-2/3: Glial GABA transporter subtypes, 
BGT: betaine transporter, CT-1: Creatine transporter subtype 1, TAUT: Taurine transporter, NET: 
noradrenaline transporter, DAT: Dopamine transporter, SERT: Serotonin transporter; GLYT-1/2: Gly 
transporter subtypes; PROT: Pro transporter; B0: Sodium-dependent neutral amino acid transporter; 
B0+: Sodium- and chloride-dependent neutral and basic amino acid transporter; NTT4, NTT5, 
NTT73, XTRP1 and XTRP2: Orphan sodium- and chloride-dependent neurotransmitter transporter 




2.1. LeuT binding interactions disclose multiple target domains 
LeuT structure was disclosed first in a Leu-bound occluded state [39]. The protomer 
consists of 12 transmembrane (TM) helices, and similarly to AcrB, displays a pseudo-two-
fold symmetry with an axis perpendicular to the membrane plane, that relates the domains of 
TM1-TM5 and of TM6-TM10 [39], [63]. The internal repeat seems to be a general feature of 
transport function [51]. Networks of charged and aromatic residues (Fig. (2a)), were 
recognized as EC and IC gates [39]. TM1 and TM6 helices are discontinuous comprising 
unwound regions in the midway across the membrane [39], whereby the binding crevice of 
Leu is located adjacent to the Na+ binding sites [39]. One of the sodium ions, Na+(1) 
contributes to ligand binding by the strong electrostatic interaction with the carboxyl group of 




Fig. (2). Identified amino acids of the extra- and intracellular gates (a) and the ligand binding core of 
hGAT-1 (b). The LeuT structure [39] is shown with Leu (black) and sodium ions (purple spheres) 
highlighting helices TM1 (red), TM3 (orange), TM6 (green) and TM8 (blue). Numbering refers to the 
amino acids in hGAT-1 applying the alignment suggested by Yamashita et al., 2005. White labels: 
either mutational (listed below) or crystallographic data; Black labels: mutational and crystallographic 
data.  
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(a) Crystallographic data [39]: Amino acids of the extra- and intracellular gates of the hGAT-1 
comprise D451, R69, Y140, F294 and R44, D410, S308, Y309. Mutational data as percentage of 
control [3H]GABA uptake in HeLa cells: R44S/H = 0, R44K = 15 [108], R69C < 1 [109, 110], 
Y140S/F/W = 0, Y309F = 25, Y309S/W = 5 [111]; [3H]GABA uptake in Xenopus oocytes: 
Q291N/L/E = 0 [103]. Measurements on K448E mutant GAT-1 transport-associated current in 
Xenopus oocytes showed apparent affinity increased (62 vs. 152 mM) and decreased (e.g. 20 vs. 13 
M) for Na+ ion and GABA, respectively [102]. This mutation and K448D was also found to increase 
the efficacy of desipramine towards the protein [101]. “X” stands for amino acids with mutational data 
only. 
(b) Crystallographic data [39]: The ligand binding core of the hGAT-1 transporter includes 
A61, L64, G65, L136, Y140, F294, S295, G297, L300, S396 and T400. Mutational data as percentage 
of control [3H]GABA uptake in HeLa cells: Y60T = 45, Y60E = 0 [112], L64C < 10, G65C = 5 [109]. 
(Y60 is not shown for clarity). The S295A or S396T mutations of the C74A mutant protein expressed 
in HeLa cells elicited two orders of magnitude decrease in the Km values [113].  
 
 
LeuT was co-crystallized with the competitive substrate inhibitor Trp [64]. The bulky 
side-chain of Trp cannot accommodate the Leu binding core. Trp opens up the binding 
crevice by rotating the EL4 loop and the EC parts of the unwound TM1 and TM6 helices, 
while the distance between Tyr108 and Phe253 (Tyr140 and Phe294 in hGAT-1) increases 
[64]. This complex helps us to gain insight into a new step of the transport cycle when protein 
is open to outside [64, 65]. 
LeuT was co-crystallized with Leu and tricyclic antidepressants [41, 42]. In these 
crystals Leu occupies the substrate binding crevice whereby tricyclic antidepressant are found 
in a vestibule close to the EC gate shifting the position of the functionally important [66] EL4 
loop. Similar place was occupied by the detergent used for LeuT crystallization n-octyl-β-D-
glucopyranoside [67] and by antidepressants sertraline and fluoxetine (Prozac) [48]. Based on 
steered molecular dynamics simulations and transport data a complete scenario was suggested 
for the Leu transport [68] providing mechanistic clue for allosteric inhibition. First, Na+ ions 
bind to LeuT arranging TM1, TM3, TM6 and TM8 helices in their open-to-EC 
conformations. When Leu binds, the transporter adopts the occluded [39] or intermediate 
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TMSout state [65, 68]. In the TMSout state LeuT is able to bind a second Leu in the vestibule, 
which triggers the leave of Na+(2) followed by Na+(1) and Leu [68]. 
  
2.2. The alternate access mechanism of transport 
Crystal structures disclosed so far justify [39, 69] the hypothetical alternate access 
mechanism of transport which goes back to the general theory of the mechanism of membrane 
transport describing protein surfaces exposed alternately from the IC or EC side of the 
membrane [20]. The coupled transport is achieved by the synergistic binding of the ligand and 
an ion to the transporter open to the EC or the IC space, and the isomerization of the protein 
opens its binding site to the other space [20]. A decade later the binding site of the transported 
molecule was changed to a well-defined cavity interior of the protein, which is alternately 
accessed from the two compartments [70]. The structure of the central binding core was 
supposed to change during the transport cycle [71]. EC and IC gates are similar to each other 
(Fig. (2a), Table (1)). This symmetry in structure is in agreement with the alternate access 
mechanism of transport, enabling transporters to function in a reverse mode by releasing 







Table (1). Residues and helices involved in the binding of the substrate, Na+(1), Na+(2), Cl- as well as 
in the formation of gates EC, IC [39] [87] and the vestibule of LeuT [41, 42] and hGATs [39], [90]. 
Residues in italics were identified by mutation studies [101-103].  





































































































































































































































The substrate is nestled between the unwound regions of TM1 and TM6 [39] (Fig. 
(2b)), in the pseudo-two-fold symmetry center of the transporter. The location of the binding 
core and the involvement of the unwound regions suggest that ligand binding has structural 
impact for the whole protein [73]. Furthermore, Tyr60 is found in a symmetrical position with 
Phe294, the lid amino acid between the binding core and the vestibule [68], [65]. The 
observed pseudo-two-fold-symmetry of the occluded LeuT structure (Fig. (2)) may anticipate 
different substrate affinities for the alternating conformers. High-affinity (KM = 2-4 μM: [18]; 
KM= 4.3 ± 0.6 μM: [74] extracellular and low-affinity (KM = 100-200 μM: [19] intracellular 
GABA transport processes were observed in reconstituted and native rat brain 
plasmamembrane-vesicles, indeed. Molecular details of substrate transport have been 
calculated based on theoretical considerations. According to the calculations, the initial 
attraction of Leu to LeuT is driven by electrostatic forces (Jorgensen and Topiol, 2008). Leu 
is trafficking from the EC through the IC compartments through vestibular H-bond formation 
(and breaking), aromatic ring rotations (Shi et al., 2008) furthering Leu in the binding core 
(Celik et al., 2008a), finally, a transition takes place leading to the open-to-in LeuT 
conformation (Forrest et al., 2008). 
In contrast to the alternate access mechanism of transport, another transport model was 
also proposed, describing Leu movement between several binding sites with allowed and 
forbidden hops between them (Su et al., 1996). The model, however, is called into question by 




3. EXPLORING ION AND SUBSTRATE BINDING SITES AND 
PHARMACOPHORES OF HUMAN GAT SUBTYPES 
3.1. Ion binding sites 
The two Na+ ions in hGAT-1 were modeled to bind to the conserved Na+ binding sites 
[39] of LeuT. Experimental data show (Table 1, Fig. (3)) binding sites of Na+ ions in hGATs 
close to each other as well as to the ligand binding crevice. Similarly to LeuT, Na+(1) has an 
octahedral coordination, with one of the carboxylate oxygen atoms of the ligand as the sixth 
coordinating atom, and Na+(2) has five coordinating atoms. Both Na+ ions are bound to the 
unwound region of TM1 helix, Na+(1) by Ala61 and Asn66, Na+(2) by Ile62 (Fig. (3)). The 
Na+ ions are coordinated mostly by main-chain carbonyl oxygen atoms and by the side-chains 
of Asn and Ser that is fairly typical in the proteins [79]. Free-energy considerations disclosed 
Na+(2) binding much less dependent on the presence of the substrate suggesting a role for 
Na+(2) in the stabilization of the binding core [80, 81]. Analysis of LeuT showed stabilization 
centers [82] spread evenly in the protein, however, a clear distinction could be made between 
Na+(1) and Na+(2) binding sites. Four out of five amino acids of the Na+(2) binding site 
(Val23, Ala351, Thr354, Ser355) were found to be stabilization center elements. No 
stabilizing residues were found around Na+(1), although its coordination sphere comprises 
Ala22, a neighboring residue of Val23. Stabilization centers and functionally relevant 
residues often overlap [83, 84] suggesting that Na+(2) binding may serve stabilization of the 
binding core domain of hGAT proteins as well.  
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Fig. (3). Identified amino acids of the sodium binding sites of hGAT-1. TM1, TM3, TM6 and TM8 
helices are highlighted with red, orange, green and blue, respectively.  
Crystallographic data [39]: The Na+(1) binding site of the hGAT-1 transporter includes A61, 
N66, S295, N327 and the one of the carboxyl oxygen atoms of ligand, and the Na+(2) binding site 
comprise G59, I62, L392, D395 and S396. Mutational data as percentage of control [3H]GABA uptake 
in HeLa cells: G59C = 80 %, A61C = 90 %, I62C = 90 %, N66C < 3 % [109]. The S396C mutation of 




In LeuT, the Cl- ion interacts with non-conserved residues of EC loops [39], therefore 
may not be associated with Cl- ion binding site of GATs [85]. In LeuT, Glu290 is the 
counterbalance for the positive charge of Na+(1). The position of this residue was suggested to 
be occupied by Cl- ion in hGAT-1 (Table (1)) [86, 87]. Cl- ion does not seem to play a role in 
substrate binding of hGAT-1 [40, 47]. In contrast, Cl- is involved in the antidepressant 
binding of the serotonine transporter, albeit it is separated from the ligand by the Na+ binding 




3.2. Binding of GABA in hGAT-1 models and the pharmacophore  
Homology models using the occluded LeuT structure as a template were built for 
hGAT-1 applying sequence alignments of Yamashita [40] and Beuming [47]. Differences 
between the hGAT-1 models due to these different alignments were mainly found in TM4 and 
TM5. Thereafter, the complex between the hGAT-1 model and GABA was subjected to 
molecular mechanics optimization [40] or 5 picosecond-long molecular dynamics simulation 
[47]. Probably due to this difference in the preparation of the models, the Tyr60 side-chain 
turned outside [40] or inside [47] the binding core. 
Further differences may arise from the different docking procedures. In order to dock 
substrates into the binding core, the GOLD docking program was performed by applying a 
2.1-2.6 Å distance constrain between the GABA carboxyl and Na+(1) [40]. The Ligand Fit 
procedure was run without the above constrain [47], nonetheless, the docked GABA adopted 
very similar binding modes and conformations in the two hGAT-1 models (Fig. (4a)). The 
amino group of GABA has several binding modes, preferring to bind to the back-bone oxygen 
[40], [47] or side-chain hydroxyl group [47] of Tyr60. It may also bind to the side-chain 
hydroxyl group of Ser396 [40, 47]. The alternate binding mode of GABA amino group to a 
TM6 helix residue (Phe294) (Table (1)), however, was less favorable and used therefore as a 
criterion additional to high GOLD docking score values to predict efficient substrate 
inhibitors [40]. In particular, a binding mode of GABA, when interactions with TM1 helix 
amino acids were dominant as well as the existence of multiple substrate binding modes of 
SLC6 transporter subtypes in general [40, 45, 43] conjecture mechanistic clues (see section 
2.). It is to note, however, that the procedure applied by Wein and Wanner, comprising 
different sequence alignment (model) and different docking program (without constrain) [47] 
provides data matching Jain score values (Table (2)). 
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Table (2). IC50 [40] and Jain score [104] values obtained for docking three substrate inhibitors into 
hGAT-1 Model 1 [40] and Model 2 [47] using the Ligand Fit software of Accelrys, according to the 






Model 1  
Jain Score 
Model 2  
GABA 5.66 3.38 5.17 
guvacine 5.31 7.20 3.83 
-Ala 2.57 1.58 1.53 
 
The conformations obtained by docking GABA and substrate inhibitors into hGAT-1 
[40] were compared to those obtained previously [36, 89]. Conformations are characterized 
quantitatively by the distance of the amino and carboxyl groups (δ) and by N–Cα–Cβ–Cγ (τN) 
and Cα–Cβ–Cγ–C1 (τC) torsion angles. In the TM1 binding mode, the optimal values 
characterizing the substrate inhibitor pharmacophore are found to be 185 ± 15° and 4.1 ± 0.4 
Å for τC and δ, respectively [40]. These criteria can be used to predict effective substrate 
inhibitors for hGAT-1. 
 
3.3. Modeling GABA binding into hGAT-2/3  
Homology models were created for the glial GABA transporter subtypes hGAT-2 and 
hGAT-3 [46] with the aim to recognize differences between substrate binding crevices, that 
may possibly allow to design subtype-specific inhibitors. The models were based on the 
occluded state of LeuT with an alignment combining that of Yamashita [39] and Beuming 
[90]. The models were generally similar to the hGAT-1 models, with the exception of EL2 
loops that seem to vary the most in size and sequence among the subtypes. The GABA 
binding crevices of glial (Fig. (4b) and (4c)) and neuronal (Fig. (4a)) transporter subtypes 
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differ by the unwound region of the TM1 helix. More specifically, the aromatic Tyr60 and the 
small Ala61 in hGAT-1 have been “mutated” for the acidic Glu48/Glu66 and the bulky 
Ile49/Ile67 in hGAT-2/3. These differences are important because in hGAT-1 Tyr60 was 
shown to bind the amino group of GABA in the TM1 binding mode [40, 47], and Ala61 takes 
part in coordinating Na+(1). However, in all the subtypes, the carboxyl group of docked 
GABA preferred to bind to Na+(1) and to the TM1 Leu-Gly-Asn triad and to TM6 (at the 
adjacent Phe and Ser). The amino group of GABA was found interacting Glu48, Ser390, 
Tyr129 and Glu66, Ser410, Tyr147 when docked into hGAT-2 and hGAT-3, respectively 
[46]. GOLD score values for GABA and a series of substrate inhibitors obtained so far do not 
match enough logIC50 data to make the docking into hGAT-2/3 models a useful tool for 
prediction of efficient glial subtype-specific substrate inhibitors [46].  
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Fig. (4). Binding sites of the hGAT-1 (a) [40], hGAT-2 (b) and hGAT-3 (c) [46]. The GAT structure is 
shown with GABA (black) and sodium ions (purple spheres) highlighting helices TM1 (red), TM3 
(orange), TM6 (green) and TM8 (blue). 
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3.4. GABA-Na+(1) complex in the occluded state 
The binding cores of the hGAT-GABA complexes were subjected to 16 nanosecond-
long molecular dynamics calculations (Palló et al., 2009), showing GABA carboxyl group in 
the 2.0-2.5 Ångstrom-proximity to Na+(1). The GABA conformation fluctuates between the 
major semi-extended and a minor ring-like structures described by (N-O) values of 4.2-6.0 Å 
and 2.5-4.7 Å, respectively [46]. We propose the formation of this ring-like Na+(1)-GABA 
complex in the occluded state of hGAT-1 to be the simplest mechanism for coupling vectorial 
GABA and Na+ symport processes [46], in good agreement with mechanisms hypothesized on 
theoretical background previously [21, 18, 68] (see also section 2.2). 
Beyond the possible effect of Na+ helping the formation of the strong H-bond in the 
ring-like Na+(1)-GABA complex [46], the helical dipole effects [91] may also influence the 
binding orientation of the Na+(1) and the ligand. The dipole moments of the helices create a 
partial positive charge at the EC side of the unwound TM1, where the carboxyl group of the 
ligand is oriented. A partial negative charge emerges on the IC side of the unwound TM1, 
where the amino group of GABA is oriented. The partial charges are opposite on TM6 helix 
as it is anti-parallel to TM1. A partial positive charge appears at the IC part of the binding 
core at TM6 helix. Charge compensation of the helical dipole effects was also described for 
iGluRs [53]. Besides the dipole moments of helices a Cl- ion [86, 87], also counterbalance for 
Na+(1) [91]. During the transport cycle the movement of the charged substrates may induce 
the swing of the TM helices [92], to establish new charge balance. In addition to the substrate-
induced structural rearrangements of TM1 and TM6 helices [40, 68, 73], the adjacent Na+ 
binding sites of the TM1 unwound region, the one in complex with the trafficking substrate 
(Na+ (1)) and the other one placed in a stabilization center (Na+ (2)) may be major players of 
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the global conformational changes occurring when Na+(1)-GABA complex [46] moves 
downhill the Na+ concentration gradient given by the actual membrane potential of the cell.  
  
4. EXPLORING ZINC BINDING SITE OF GLIAL GABA TRANSPORTER 
SUBTYPES 
 
The neuromodulator Zn2+ ion is co-released with glutamate [93]. A decreased Zn2+ 
concentration in the brain may induce epilepsy [94]. Zn2+ ion inhibits GABA transport in a 
subtype selective way [95]. [3H]GABA uptake by mouse GAT-3 (hGAT-2) and GAT-4 
(hGAT-3) decreased to 80 % and 10 %, respectively, in the presence on 100 μm Zn2+ [96]. 
High- and low-affinity (Ki ≈ 4.5 μM vs. Ki ≈ 63 μM) Zn
2+ binding sites of GAT-4 (hGAT-3) 
were also indicated [96]. As the binding crevices of the glial GATs are not different enough to 
allow sensible design of glial subtype-selective substrate inhibitors, the other parts of the 
proteins displaying some kind of selectivity may also be taken into account [46]. Previously, 
by analogy of dopamine transporters [97], a Zn2+ ion binding site was created on hGAT-1 at 
the EC end of TM7 helix by Thr349His mutation simultaneously with the Glu370His or 
Gln374Cys mutation affecting the TM8 helix [98]. In the dopamine transporter Glu396 
(TM8), His193 (EL2) and His375 (TM7-EL4) are involved in the Zn2+ ion binding site [97], 
the equivalent amino acids in hGAT-3 are Lys384, Gln184 and Gln363.  
Based on the above observations, Zn2+ ion binding was modeled at the EC end of TM8 
helix, adjacent to Glu362 in hGAT-3 and Glu342 in hGAT-2. The complexes were subjected 
to molecular dynamics calculations resulting in different binding sites in hGAT-2 and in 
hGAT-3 [46] providing rather unique [99] coordination of Zn2+ ion. The Zn2+ ion binding 
sites of both glial transporters were localized at the EC end of the TM8 helix, in agreement 
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with the experimental data [97, 98], but in hGAT-2 the EL3 loop linking TM5 and TM6 
participates in binding whereby in hGAT-3 the EL2 loop is involved. The EC end of the TM8 
helix is close to the re-entrant EL4 loop. EL4 loop was twisted in the anti-depressant bound 
LeuT structures [41, 42]. Similarly to the Asp transporter, a twisting re-entrant loop may 
affect the binding core as well [100]. The EL2 loop implicated in the Zn2+ ion binding site of 
hGAT-3 varies most in the GAT subtypes and may be a key structural feature in 
differentiating them [46]. The above findings suggest a possible role for allosteric Zn2+ ion 
binding in GABA uptake inhibition [4, 46]. It is to note, however, that the pharmacological 
potential of affecting glial hGAT-2/3 by manipulating extracellular Zn2+ ion concentration 
may be limited due to unpredictable effects exerted by possibly altered functioning of NMDA 
receptors, voltage-gated Ca2+ ion-channels, ionotropic GABAA receptors, and various 
neurotransmitter transporters such as glutamate transporter, dopamine transporter, and glycine 
transporter [94, 95] as well. 
 
5. CONCLUSIONS AND PERSPECTIVES 
Human GAT transporter subtypes are potential targets for AEDS. Until recently, 
rational drug design has successfully targeted the neuronal subtype GAT-1 using classical 
structure-activity tools of medicinal chemistry. Homologue sequences of mammalian 
SCL6 transporter family members and the bacterial orthologue LeuT, however, opened up 
new perspectives in target structure-based drug design using high resolution crystal 
structure of the occluded state LeuT as a template. 
GABA in hGAT-1 preferred to bind mainly to the unwound region of TM1. 
Ligands characterized by high score values and the favorable TM1 binding mode were 
found to be efficient subtypes-specific substrate inhibitors defining the pharmacophore. 
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Molecular dynamics simulations revealed reversible formation of a ring-like Na+(1)-
GABA complex from its TM1-bound extended conformation in the binding crevice of the 
occluded state hGATs.  The formation of the complex implies molecular coupling of the 
substrate tethered to Na+(1) during symport, that is powered by the downhill movement of  
Na+(1). 
The binding cores of glial subtypes hGAT-2 and hGAT-3 differ from that of the 
neuronal hGAT-1 concerning residues involved in substrate and sodium ion binding. By 
contrast, substrate binding crevices of hGAT-2 and hGAT-3 cannot be distinguished, 
avoiding sensible prediction of efficient glial substrate inhibitors. Glial subtypes might be 
specifically distinguished by interfering Zn2+ binding in the second extracellular loop of 
hGAT-3. Non-competitive inhibitors of SLC6 family member monoamine transporters 
occupy the vestibular binding site located allosterically, near to the substrate binding core. 
Exploring vestibular and Zn2+ binding in hGATs may suggest further possibilities to inhibit 
GABA transport.  
By understanding molecular mechanism of Na+ coupled substrate transport, LeuT 
structure-based homology modeling of hGATs disclosed a platform of new approaches with 
the potential of more effective medicinal chemistry campaigns in the future.  
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EC = Extracellular 
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Emerging the Role of the Structure of Brain Membrane Targets Recognizing Gluta-
mate
Ágnes Simon, Ákos Bencsura, Anna Palló, László Héja and Julianna Kardos* 
Chemical Research Center, Hungarian Academy of Sciences; 1025 Pusztaszeri út 59-67, Budapest, Hungary 
Abstract: Ligand-bound and free structures of brain membrane targets for L-glutamate (Glu) suggest the view, that quaternary rear-
rangements are associated with ligand binding. Rearrangement of the machinery of the signaling apparatus, such as molecular switches, 
recognition sites and the target structures for ligand binding of Glu-operated ion channel and heptahelical G-protein-coupled family re-
ceptors have been quantified and compared with the use of the root mean square (RMS) values. In addition to conformational rearrange-
ment of the Glu receptor structures in complex with a series of ligands, conformations of Glu in various target structures became avail-
able. High resolution data revealed that the extended Glu conformation is conserved in the binding crevice of all ionotropic Glu receptors 
(iGluRs). Furthermore, the extended conformations of Glu that characterize iGluRs and mGluRs are distinguishable by distance and tor-
sion angle parameters, such as C1-C2 and C -C -C -C2. By contrast, a bent Glu conformation is recognized in Glu transporters.  
Key Words: PDB database analysis, ionotropic glutamate receptor, metabotropic glutamate receptor, glutamate transporter, glutamate conforma-
tion. 
 Several target structures of neural membrane receptors represent-
ing large families of mammalian neurotransmitter-operated ion chan-
nels and heptahelical G-protein-coupled (7TM) receptors have been 
identified in the past decade (see the Protein Data Bank [1]), provid-
ing a better understanding of how structural rearrangements and sig-
naling mechanisms are associated with ligand binding. Target struc-
tures of the excitatory amino acid L-glutamate (Glu) are of both re-
ceptor types: ionotropic Glu receptors (iGluRs) form ion channels, 
while metabotropic Glu receptors (mGluRs) assemble into 7TM re-
ceptors (Table (1)) (Reviewed in [2,3]). The structure of a bacterial 
homologue of mammalian Glu transporters has also been disclosed 
[4]. It turned out to be a sodium-coupled bacterial L-aspartate trans-
porter which is able to bind Glu [4-6]. It is now possible to examine 
relationships between local and global structural changes and their 
possible force hitting mechanisms of action using root mean square 
(RMS) values to quantify the effect of a bound ligand on free receptor 
conformation(s). In addition to analyzing Glu receptor structures in 
complex with a series of ligands, we can also compare the conforma-
tion of Glu in different target structures.  
MULTIPLICITY OF TARGET STRUCTURES 
Only one free form of the extracellular binding domain of the 
ion-channel forming iGluR2 receptor has been found experimentally 
[7]. The single free form survives the antagonist binding with no parts 
having been touched excessively, whereas agonist binding causes 
significant structural rearrangement. The structure of a bacterial Glu 
transporter homologue has just recently been disclosed [4,5]. Similar 
to iGluRs, where the antagonist binding conformation is similar to the 
apo state, the conformation of the Glu transporter homologue in com-
plex with a transport inhibitor DL-threo- -benzyloxyaspartate 
(TBOA) is also similar to that of the apo state. By contrast, the free 
form of the extracellular domain of a Glu-operated 7TM (mGlu1) 
receptor has been found dimorphic (free I and II: [8]; 1EWT and 
1EWV in Table (1)), allowing antagonists and agonists to stabilize 
the interconvertible free I and II form (respectively [8,9]). Crystal 
recognition of agonist- and antagonist-preferring mGlu1 extracellular 
domain structures may provide important evidence that agrees with 
the two-state model of 7TM receptor activation [10,11]. 
The nature and energy of forces driving crystallization and 
ligand-target interactions are very much alike. With this caveat in  
*Address correspondence to this author at the Chemical Research Center, Hungarian 
Academy of Sciences; 1025 Pusztaszeri út 59-67, Budapest, Hungary; Tel: +36 1 325 
9101; Fax: +36 1 438 1167; E-mail: jkardos@chemres.hu 
mind, the two limiting cases of the general mechanism of receptor 
activation proposed by Eigen [12] may be further addressed by recon-
sidering the issue of the concerted (Monod-Wyman-Changeux: M-
W-C; [13]) vs. sequential (Koshland-Nemethy-Filmer: K-N-F; 
[14,15]) models of receptor activation. The concerted M-W-C model 
may reflect activation of 7TM receptors, that is, the bulk of neural 
membrane receptors, as opposed to the sequential K-N-F model, that 
seems to operate within the family of ligand-gated ion channels [3, 
16-19] - but see [20,21]. One intriguing question is whether the 
mechanism underlying activation, desensitization and inactivation 
[22] of iGluRs is deterministic and hence predictable on the basis of a 
given functional data set [17]. Theoretically, conformational ensem-
bles that constitute ion channel receptor oligomers [23,24] should not 
allow an absolutely definitive resolution of response time and effec-
tive concentration [17,23].  
CONFORMATIONAL CHANGES 
Ionotropic and Metabotropic Glu Receptor Proteins 
The correlation between agonist efficacy [23] and the degree of 
domain closure is conserved among the AMPA/kainate type iGluRs 
[25,26]. The thorough analysis of all crystallized iGluR structures 
reveals that partial agonists cause a lesser degree of domain closure 
when compared to full agonists. The extent of domain closure varies 
with receptor types: a larger degree of domain closure was observed 
for the iGluR6*Glu complex than for the iGluR2*Glu complex 
[3,26]. Lys218, the residue of the ligand binding crevice (Pro89, 
Thr91, Arg96, Ser142, Thr143, Glu193, Asp216, Lys218) of the 
iGluR subtype 2 (AMPA receptor) was found to bind to either 
Asp216 or Glu193 [7]. This local Lys-switch was shown to be indica-
tive of the agonist or antagonist character of the bound ligand [7,19] 
while participating in a stabilization center [27]. Given the low degree 
of correlation between the protein design and the enzyme function 
[28], it is noteworthy that within the neural membrane group there 
seems to be good correlation between the agonist-induced local and 
global levels of conformational changes. 
The RMS values - defined as ( di 2/n)1/2, where di stands for the 
distances of the matching atom pairs and n is the total number of pairs 
– compress the number of structural differences to a single number. 
Therefore, the RMS values can be used as a measure for the effect of 
a ligand on target conformation. In order to provide some guidance in 
evaluating  the  structural  rearrangements,  we  calculated  the  RMS 
values for Glu receptor binding. Conformational changes that occur 
on the binding of Glu into the iGluR2 binding crevice are represented 
by RMS values of 0.27 nm, 0.18 nm and 0.13 nm as measured for the  
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Table 1. Free and Ligand-Bound X-Ray Structures of Mammalian Glutamate Receptors and Their Mutated Variants. The Asterisk Prefix Marks the 
Ligand-Bound Version of the Protein 
Target Experimental Structure Protein Data Bank Code 
Ion Channels   
Rat, S1S2 free 1FTO 
Rat, S1S2*DNQX 1FTL 
Rat, S1S2-L483Y*DNQX 1LB9 
Rat, S1S2*ATPO 1N0T 
Rat, S1S2*kainate 1GR2, 1FTK, 1FW0 
Rat, S1S2-N754D*kainate 1LBB 
Rat, S1S2-Y450W*kainate 2ANJ 
Rat, S1S2-L650T*kainate 1P1N 
Rat, S1S2-L650T*AMPA (ammonium-sulfate crystal form) 1P1U 
Rat, S1S2-L650T*AMPA 1P1Q 
Rat, S1S2—L483Y-L650T*AMPA 1P1W 
Rat, S1S2-Y702F*kainate 1XHY
Rat, S1S2-L650T*Quisq 1P1O 
Rat, S1S2*Glu 1FTJ 
Rat, S1S2-N775S*Glu*CTZ 1LBC 
Rat, S1S2-S729C*Glu 2I3W 
Rat, S1S2-G725C*Glu 2I3V 
Rat, S1S2*Quisq 1MM6 
Rat, S1S2*Quisq*Zn 1MM7 
Rat, S1S2*AMPA FTM 
Rat, S1S2-L483Y*AMPA 1LB8 
Rat, S1S2-L483Y-L650T*AMPA 1P1W 
Rat, S1S2*2-Me-Tet-AMPA 1M5B
Rat, S1S2-Zn-*ATPA 1NNK 
Rat, S1S2*(S)-ATPA 1NNP 
Rat, S1S2*(S)-thio-ATPA 2AIX 
Rat, S1S2*ACPA 1M5E 
Rat, S1S2-Y190F*ACPA 1M5F 
Rat, S1S2*Br-HIBO 1M5C 
Rat, S1S2-Y702F*Br-HIBO 1M5D 
Rat, S1S2* (S)-Des-Me-Ampa 1MQD 
Rat, S1S2* (S)-Des-Me-Ampa, 
(in the presence of Zn-acetate) 1MS7 
Rat, S1S2* 2-Bn-Tet-AMPA*Glu 2P2A 
Rat, S1S2*IWD 1MQG 
Rat, S1S2*BWD 1MQH 
Rat, S1S2*FWD 1MQI 
Rat, S1S2*WD 1MQJ 
Rat, S1S2*IWD 1MQ9 
Rat, S1S2*FWD*aniracetam 2AL5 
Rat, S1S2*BWD, (Zn crystal form) 1MY3 
Rat, S1S2*IWD, (Zn crystal form) 1MY4 
Rat, S1S2*(S)-4-AHCP 1WVJ 
Rat, S1S2*(S)-CPW-399 1SYH 
Rat, S1S2-Y702F*(S)-CPW-399 1SYI 
GluR2 Extracellular Binding 
Domain 
Rat, S1S2 A476E S673D*Glu 2GFE 
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Table 1. contd… 
Target Experimental Structure Protein Data Bank Code 
Rat, S1S2*BWD 1MXU 
Rat, S1S2 (AMPA co-crystals soaked in 10 mM BrW) 1MXV 
Rat, S1S2 (AMPA co-crystals soaked in 1 mM BrW) 1MXW 
Rat, S1S2 (AMPA co-crystals soaked in 100 M BrW) 1MXX 
Rat, S1S2 (AMPA co-crystals soaked in 10 M BrW) 1MXY 
Rat, S1S2 (AMPA co-crystals soaked in 1 M BrW) 1MXZ 
Rat, S1S2 (AMPA co-crystals soaked in 100 nM BrW) 1MY0 
Rat, S1S2 (AMPA co-crystals soaked in 10 nM BrW) 1MY1 
Rat, S1S2 (AMPA complex control) 1MY2 
Rat, S1S2-“flip”-(mutations)*Glu 2UXA 
 
Rat, S1S2-mixed*(S)-NS1209*Glu 2CMO 
Rat, S1S2*Glu 1YCJ 
Rat, S1S2*Glu 1TXF 
Rat, S1S2(dimer)*Glu 2F36 
Rat, S1S2*(S)-ATPO 1VSO 
Rat, S1S2*UBP310 2F34 
Rat, S1S2*UBP302 2F35 
Rat, S1S2*Quisq*CX614 2AL4 
Rat, S1S2*domoic acid 2PBW 
GluR5 Extracellular Binding 
Domain 
Rat, S1S2*UBA*PE*Br 2OJT 
Rat, S1S2*Glu 1S50 
Rat, S1S2*Glu (orthorhombic form) 1S7Y 
Rat, S1S2-Y490C-L752C*Glu 2I0C 
Rat, S1S2 „ELQK mutation”*Glu 2I0B 
Rat, S1S2*Quisq 1S9T 
Rat, S1S2*domoic acid 1YAE 
Rat, S1S2*kainate 1TT1 
GluR6 Extracellular Binding 
Domain 
Rat, S1S2*2S,4R-4-methylglutamate 1SD3 
Rat, R1S2*D-serine 1PB8 
Rat, S1S2*glycine 1PB7 
Rat, S1S2*ACPC 1Y20 
NR1 
Extracellular Binding Domain 
Rat, S1S2*cycloleucine 1Y1M 
Rat, S1S2*Glu 2A5S NR2A 




Rat, extracellular domain free I 1EWT 
Rat, extracellular domain free II 1EWV 
Rat, extracellular domain*Glu 1EWK 
Rat, extracellular domain*Glu*Gd3+ 1ISR 
mGlu1 Receptor Extracellular 
Domain 
Rat, extracellular domain*MCPG 1ISS 
Rat, extracellular domain*Glu 2E4U mGlu3 
Rat, extracellular domain*DCG-IV 2E4V 
 Rat, extracellular domain*1S,3S-ACPD 2E4W 
 Rat, extracellular domain*1S,3R-ACPD 2E4X 
 Rat, extracellular domain*2R,4R-APDC 2E4Y 
mGlu7 Rat, extracellular domain 2E4Z 
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iGluRs 
C1-C -C -C =161±4 




C1-C -C -C =172±5 




C1-C -C -C =64±4 
C -C -C -C2=58±8 
C1-C2=3.7±0.1 
C2-N=4.3±0.1 
Fig. (1). Distinguishable experimental conformations of Glu in complex with either ionotropic or metabotropic receptors (iGluRs or mGluRs) or transporters 
(GluTs) can be classified accordingly. Color code: grey – carbon chain of Glu, dark grey – heteroatoms of Glu in complex with different receptor structures. Carbon 
atoms of Glu docked in the 1XFH structure [4] are colored dark grey to distinguish from Glu docked into the 2NWX (light grey) structures [5]. Conformations of 
Glu in the crystallized ligand-receptor complexes were obtained through the ValLigURL server ([31] http://eds.bmc.uu.se/eds/valligurl.php), and checked by the 
MATCH command of SYBYL 7.3 (Tripos Inc., St. Louis, MO). The conformations of Glu in GluT were obtained by molecular docking (42 out of 50 runs) using 
the Genetic Optimization for Ligand Docking (GOLD) program (CCDC Software Ltd., Cambridge, UK).
full complex, the recognition site and the Lys-switch region, respec-
tively. The extent of Glu binding-induced domain closure relative to 
the apo structure is 0.27 nm in iGluR2 and 1.32 nm in a closed pro-
tomer of mGlu1. This indicates that conformational rearrangements 
that occur during agonist binding are more prominent in the 7TM 
receptor.  
Furthermore, we found that the RMS values for Glu-bound 
(1EWKA) vs. free I (1EWT) and MCPG-bound (1ISS) vs. free II 
(1EWV) conformations (see also Table (1) and reference [29]) are 
similar (~1.3 nm). Thus, the mGlu1 receptor could be envisaged, 
whereas efficacy of ligand binding appears to be the same for con-
formations with different pharmacological function. This suggests 
that the antagonists on 7TM receptors can be efficacious, producing 
physiological activity upon binding to the recognition region. The 
idea may be in support of the probabilistic model of receptor func-
tion, with the general conclusion that the efficacy could be positive or 
negative [23,29].  
Glu Transporter Proteins 
The transport of Glu is strongly coupled to the symport of sodium 
ions and protons, and the transport cycle is completed by the binding 
of a potassium ion inside the cell, which is then transported to the 
extracellular side. Transport inhibition can be achieved by blocking 
the initial open state, disrupting one of the sodium binding sites (re-
viewed in [6]). According to the proposed mechanism, substrate bind-
ing is accompanied by the closure of the HP2 hairpin, involving a 10 
Å movement towards the 3L4 loop, relative to the TBOA-bound 
structure [5]. Docking and molecular dynamics calculations based on 
the crystal structure of Yernool et al., [4] suggested the initial move-
ment of HP1 and HP2 hairpin regions [30]. 
Glu Pharmacophores 
Interestingly, the bound Glu ligand adopts the extended confor-
mation in all crystallized Glu receptor types, especially in the binding 
site of metabotropic receptors (Fig. (1)). However, the extended con-
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formations of Glu that characterize iGluRs and mGluRs are distin-
guishable by distance and torsion angle parameters, in particular, 
C1-C2 and C -C -C -C2 (Fig. (1)). By contrast, molecular docking 
suggests a bent conformation in the bacterial Glu transporter homo-
logue GltPh (PDB code 1XFH, [4]) that was further confirmed by 
molecular dynamics calculations [30] (Fig. (1)). A similar bent con-
formation is obtained when Glu is docked into the refined GltPh 
structure (PDB code: 2NWX, [5]) (Fig. (1)).
CONCLUSION  
In conclusion, analysis of Glu in complex with membrane target 
structures suggests that the presence of agonists (substrate) and an-
tagonists (inhibitor) in the recognition site is communicated to the 
whole target, justifying pharmacophore modeling, whereby only 
conformational changes local to the recognition site can be calcu-
lated, while those large scale ones which lead to target activation can 
not.  
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isoxazolyl]propionic acid; 2-Me-Tet-AMPA - (S)-2-amino-3-[3-
hydroxy-5-(2-methyl-2H-tetrazol-5-yl)isoxazol-4-yl]propionic acid; 
7TM receptors - heptahelical G-protein-coupled receptors; ACPA - 
(S)-2-amino-3-(3-carboxy-5-methylisoxazol-4-yl)propionic acid;  
ACPC - 1-aminocyclopropanecarboxylic acid; ACPD - (1S,3S)-1-
aminocyclopentane-1,3-dicarboxylic acid;  AMPA - (S)-2-amino-
(3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolyl)propionic acid; Aniracetam - 1-
(4-methoxybenzoyl)-2-pyrrolidinone; APDC - (2R,4R)-4-aminopyr-
rolidine-2,4-dicarboxylic acid; ATPA - (S)-2-amino-3-(5-tert-butyl-
3-hydroxy-4-isoxazolyl)propionic acid; ATPO - (S)-2-amino-3-[5-
tert-butyl-3-(phosphonomethoxy)-4-isoxazolyl]propionic acid; Br-
HIBO - (S)-2-amino-3-(4-bromo-3-hydroxy-isoxazol-5-yl)propio-
nic acid; BWD - bromo-willardiine; CTZ - cyclothiazide: 6-chloro-
3,4-dihydro-3-(2-norbornene-5-yl)-2H-1,2,4-benzothiadiazine-7-
sulphonamide-1,1-dioxide; CX614 - pyrrolidino-1,3-oxazinobenzo-
1,4-dioxan-10-one;  
DCG-IV - (2S,2'R,3'R)-2-(2',3'-dicarboxycyclopropyl)glycine; 
Des-Me-AMPA - (S)-2-amino-3-(3-hydroxy-4-isoxazolyl)propionic 
acid; DNQX - 6,7-dinitro-2,3-quinoxalinedione; FWD – fluoro-wil-
lardiine; GLU - L-Glutamate; iGluRs - ionotropic Glu receptors; 
IWD – iodo-willardiine; Kainate - [2S-(2 ,3 ,4 )]-2-carboxy-4-(1-
methylethenyl)-3-pyrrolidineacetic acid; K-N-F - Koshland-
Nemethy-Filmer; MCPG - (S)- -methyl-4-carboxyphenylglycine; 
mGluRs - metabotropic Glu receptors; M-W-C - Monod-Wyman-
Changeux; PE - pentaethylene glycol; Quisq - quisqualate: (S)-2-
amino-3-(3,5-dioxo-1,2,4-oxazadiazolindin-2-yl)propionic acid; 
RMS - root mean square; TBOA - DL-threo- -benzyloxyaspartate; 
UBA - (S)-1-(2-amino-2-carboxyethyl)-3(2-carboxythiophene-3-yl-
methyl)-5-methylpyrimidine-2,4-dione;  UBP302 - (S)-1-(2-amino-
2-carboxyethyl)-3-(2-carboxybenzyl)pyrimidine-2,4-dione; UBP 
310 - (S)-1-(2-amino-2-carboxyethyl)-3(2-carboxythiophene-3-yl-
methyl)-5-methylpyrimidine-2,4-dione; WD – willardiine. 
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